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l’identification de patients contrôlant la réplication du VIH durablement post-arrêt de traitement (Sáez-Cirión et al., 2013) est un argument supplémentaire pour la faisabilité d’une approche intéressante de guérison fonctionnelle. L’objectif de « cure » est également celui d’une guérison « réelle » aboutissant à l’éradication des réservoirs viraux. Enfin, la recherche vaccinale, préventive comme curative, progresse grâce à une meilleure connaissance des liens immunovirologiques entre le pathogène et son hôte (Lewin et al., 2014).  Une réduction de la morbidité « non-classante SIDA » pour les PVVIH chroniques, pour lesquels les traitements ne peuvent à ce jour être arrêtés, est cependant indispensable. L’analyse des facteurs favorisant ces complications est complexe, mais a fait se dégager le rôle de l’activation prolongée du système immunitaire et de l’inflammation chronique à bas bruit (Paiardini and Müller-Trutwin, 2013). De multiples causes concourent à l’établissement et au maintien de cette activation immunitaire, entre autres : la réplication virale, une altération précoce des barrières muqueuses, l’activation immunitaire cellulaire en découlant, la voie Interferon... Le rôle des monocytes semble de plus en plus important à caractériser, ces cellules pouvant constituer un pont entre l’activation immunitaire innée et l’inflammation persistante systémique et tissulaire (notamment cardiovasculaire et cérébroméningée)(Campbell et al., 2014).  Au cours de ce travail, nous avons caractérisé les paramètres d’inflammation des patients HIV controllers suivis dans la cohorte Française CODEX. Nous avons également voulu voir quelles étaient les causes de cette inflammation chez ces patients ne présentant ni réplication virale importante, ni infection opportuniste, ni traitement au long cours, ainsi que les conséquences de cette inflammation sur le maintien au long 
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cours du contrôle antiviral. Enfin, nous avonsanalysé chez ces patients la production de gènes induits par l’interféron, une des cytokines antivirales majoritaires, au sein de différentes sous-populations de cellules immunitaires, notamment les monocytes.  
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I. Physiopathologie de l’infection et réponse immunitaire anti-VIH : à 
l’origine de l’activation du système immunitaire et de l’inflammation Le VIH est un rétrovirus à ARN dont la pathogénie résulte de l’invasion dans l’organisme par voie sanguine ou muqueuse (sexuelle essentiellement). En l’absence de traitement, il infecte les cellules exprimant le CD4 et les corécepteurs CCR5 et/ou CXCR4, se réplique dans les tissus et entraîne une diminution des LT CD4 (LT CD4) dans le sang comme dans les organes lymphoïdes, conduisant à une situation de déficit immunitaire cellulaire sévère.  
1. Structure du VIH, cycle de vie et évolution naturelle Ce rétrovirus a été identifié et caractérisé en 1983(Barré-Sinoussi et al., 1983). Il s’agit d’un virus enveloppé à ARN, disposant d’une enzyme, la transcriptase inverse, permettant la rétro-transcription de l’ARN viral en ADN, avant son intégration dans le génome de la cellule cible. Les gènes du virus produisent des protéines de structure, Gag, Pol et Env, ainsi que des protéines virales dites accessoires, Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpu et Nef (Figure 1). Toutes ces protéines sont impliquées dans la reconnaissance membranaire ou intracellulaire du virus par l’hôte et l’activation d’une réponse immunitaire innée ou spécifique. 
  
Figure 1. Représentation schématique du génome du VIH-1, d’après Colin et Van Lint 
(Colin and Van Lint, 2009)  
 20 
Les cibles principales du virus du VIH sont les LT CD4 activés et les macrophages. Après son entrée dans l’organisme, le virus, via ses protéines de structure gp120 et gp41, codées par Env, s’amarre au récepteur CD4 ainsi qu’à un corécepteur – CCR5 ou CXCR4. Le tropisme du VIH pour ce corécepteur dépend de mutations d’acides aminés dans la boucle V3 de la gp120, et varie en fonction du temps – le tropisme R5 étant privilégié au début de l’infection et le tropisme X4 plus tard dans l’évolution. Ainsi, les cibles de l’entrée du VIH sont toutes les cellules exprimant le CD4 et ses corécepteurs : LT CD4, monocytes/macrophages, cellules dendritiques. Certaines cellules n’exprimant pas le CD4 mais exprimant les corécepteurs peuvent être infectées (astrocytes, cellules épithéliales rénales). Ensuite, la machinerie cellulaire de l’hôte est détournée afin de produire de nouvelles particules virales, qui vont infecter d’autres cellules de proche en proche (Figure 2). 
 
Figure 2. Cycle du VIH et étapes ciblées par les thérapies antirétrovirales. D’après 
Maartens et al (Maartens et al., 2014). 
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Sans traitement, le profil de l’infection par le VIH a longtemps comporté trois phases (Figure 3): -la phase de primo-infection, survenant dans les semaines post-infection et associée à une charge virale VIH très importante, et souvent une lymphopénie circulante CD4 -la phase chronique, asymptomatique, durant plusieurs années en général avec une progression vers le déficit immunitaire CD4 -le stade SIDA, défini par la survenue d’une infection opportuniste ou d’une autre pathologie classant SIDA, telles certaines tumeurs, selon les stades de la CDC (Atlanta, 1993) 
 
Figure 3. Phases de l’infection par le VIH et évolution naturelle sans traitement, 
aboutissant inéluctablement à la baisse des LT CD4 et au décès.  La caractéristique principale de l’infection par le VIH est la baisse des LT CD4, dont le mécanisme n’est pas identique selon les stades de la maladie. En effet, au cours de la primo-infection, la déplétion des LT CD4 est rapide mais transitoire, et son mécanisme reste mal compris. Dans le modèle simien, une migration des LT CD4 de la périphérie vers les sites infectés (muqueuses, ganglions) explique en partie la baisse du taux de LT CD4 circulants. Par ailleurs, l’infection par le virus des cellules CD4+CCR5+, 
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principalement au niveau digestif, contribue à leur destruction (Brenchley et al., 2004; Mattapallil et al., 2005; Veazey et al., 2000). Au cours des phases suivantes de la maladie, le poids de différents facteurs dans la destruction des lymphocytes CD4 d’une part, leur absence de renouvellement d’autre part, est important (McCune, 2001). Ainsi, comme nous allons le revoir, le rôle de l’activation immune et de l’inflammation systémique est fondamental, associé à l’expression de marqueurs de sénescence et d’épuisement, ainsi qu’à la mise en route de voies de l’apoptose conduisant à la mort des LT CD4 infectées comme non infectées (Appay and Sauce, 2008; Deeks et al., 2004; Kaufmann and Walker, 2009; McCune, 2001). Enfin, les dysfonctions thymiques ainsi que la fibrose collagène, favorisée par l’exposition au long cours à des cytokines pro-fibrosantes comme le TGF en réponse à des mécanismes de cicatrisation dérégulés, contribuent aux altérations de l’homéostasie lymphocytaire(Estes et al., 2007; Zeng et al., 2011).  Durant ces phases, l’impact des traitements antirétroviraux est notable. En effet, ces traitements permettent de réduire la charge virale du VIH, et ainsi d’optimiser la restauration immunitaire T CD4. Ils diminuent ainsi la morbidité et la mortalité associées aux infections opportunistes et aux affections classant SIDA, ainsi que l’activation du système immunitaire et ses conséquences néfastes, comme le risque cardiovasculaire et l’épuisement lymphocytaire (Maartens et al., 2014). Néanmoins, ces traitements ne permettent pas l’éradication du virus, qui persiste à l’état de latence dans des réservoirs cellulaires ou des sanctuaires tissulaires plus difficilement accessibles à la diffusion des traitements (Lambotte et al., 2004; Trono et al., 2010). En outre, comme nous allons le revoir, ils ne permettent pas la réduction des paramètres d’activation 
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immunitaire au même niveau que des personnes n’ayant jamais été infectées (Eastburn et al., 2011; Lederman et al., 2011; Wilson et al., 2014).  
Ainsi, l’évolution de l’infection par le VIH est marquée par le rôle de la réplication 
virale et la baisse des LT CD4. Dans ce contexte, la réponse immunitaire anti-VIH se 
met en place rapidement mais ne peut éradiquer le virus.   
2. Les réponses immunitaires anti-VIH et leurs liens avec 
l’inflammation 
2.1. Le rôle de l’immunité muqueuse : défenses précoces anti-VIH et 
translocation bactérienne L’exposition au VIH n’induit que rarement une infection productive du fait de différents mécanismes de protection naturelle (barrières physiques, production d’IgA…)(Shacklett, 2010). Une fois les premières barrières franchies, le virus atteint les muqueuses qu’il infecte, et gagne les premiers relais ganglionnaires sous-muqueux. Cette étape est cruciale pour plusieurs points : (i) dès cette étape, la réplication virale au niveau muqueux est très importante et le VIH infecte les cellules CD4 sous-muqueuses (ii) la barrière naturelle que constitue le tissue lymphoïde associé aux muqueuses (MALT) constitue une partie essentielle du système immunitaire, et s’active en réponse à l’infection et initie la coordination de l’activation du système immunitaire (iii) les altérations de la muqueuse digestive peuvent être très importantes, et ne se corrigeront pas totalement sous traitement (Brenchley et al., 2006; Hunt et al., 2014) 
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(iv) ces altérations, en phase chronique, peuvent favoriser le passage transmuqueux de produits microbiens, entretenant, comme ne le reverrons, l’activation chronique du système immunitaire (Haynes, 2006) (Figure 4)  
Figure 4. Représentation 
des altérations de la 
muqueuse digestive 
survenant au cours de 
l’infection par le VIH. (A) : 
Situation physiologique, 
épithélium normal. (B) : 
Infection par le VIH, 
provoquant un 
endommagement de 
l’épithélium digestif et la 
déplétion du système immunitaire local (plaques de Peyer, cellules résidentes), permettant 
le passage sanguin de produits microbiens contribuant à l’activation immunitaire. D’après 






















































barrières muqueuses, ou des mécanismes de transcytose (Shattock and Moore, 2003). Le virus infecte ensuite ses cibles (lymphocytes T CD4 résidents, cellules dendritiques, macrophages) (Hladik and McElrath, 2008; Zhang et al., 1999), qui vont ensuite participer à la production de nouveaux virions et à la dissémination de l’infection. A ce niveau, le virus infecte préférentiellement les cellules exprimant le co-récepteur CCR5 (plutôt que CXCR4) (Keele et al., 2008a). Par la suite, l’infection va gagner les tissus lymphoïdes et devenir systémique. En quelques jours, la production de virus passe alors du stade « indétectable » à un pic de charge virale mesuré par la quantité d’ARN viral/mL vers 10-14 jours (Haase, 2005). Dans le même temps, la destruction des LT CD4 débute au niveau du tissu lymphoïde associé aux muqueuses, et une cascade cyto/chimiokinique se produit (Schacker et al., 2001; Stacey et al., 2009). Cette production de cytokines est importante, car elle participe au déclenchement de la cascade immunitaire visant à activer les cellules de l’immunité adaptative et assurer leur recrutement. Ces données ont été validées chez l’Homme lors de temps plus tardifs de l’infection, l’accès aux temps très précoces étant limité (Stacey et al., 2009).  Parmi les marqueurs associés aux altérations de la barrière muqueuse, la translocation de produits microbiens a été caractérisée depuis le début des années 2000 (Brenchley et al., 2006). En particulier, les taux du lipopolysaccharide (LPS) bactérien sont élevés dans le sang des patients infectés, et se réduisent sous traitement ARV sans pour autant revenir au niveau des personnes non infectées. Ce LPS va secondairement interagir avec les monocytes et les activer, conduisant ainsi à l’entretien de l’inflammation et de l’activation du système immunitaire au long cours. Comme nous le reverrons, ceci 
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conduit à la production de CD14 soluble, dont les taux sont associés à la morbi/mortalité au cours du VIH (Sandler et al., 2011).  Par ailleurs, plusieurs équipes ont montré que des perturbations dans l’homéostasie lymphocytaire T de la muqueuse digestive concouraient à la pathogénie du VIH. En effet, parmi la différentiation lymphocytaire T CD4, outre la différentiation Th1/Th2, les sous populations lymphocytaires Th17 et T régulatrices ont un rôle important, notamment au sein de la muqueuse digestive. Une déplétion des LT Th17 survient rapidement au cours de l’infection par le VIH (Favre et al., 2009; Kim et al., 2013; Ndhlovu et al., 2008a). Ainsi, dans une étude portant sur 27 patients, Chevalier et al ont pu montrer que le ratio Th17 / T régulateurs était corrélé négativement à la fréquence de LT CD8 activés (HLA-DR+/CD38+) et à certains marqueurs d’inflammation systémique, notamment les taux plasmatiques de CD14 soluble et d’IL-1 récepteur α (Chevalier et al., 2013). D’autres équipes ont confirmé le rôle de la balance entre les lymphocytes Th17 et les T régulateurs au niveau de la muqueuse digestive, avec un ratio en défaveur des LT Th17 chez les patients progresseurs ou présentant une forte activité immunitaire (Favre et al., 2009; Ndhlovu et al., 2008a). Cette dysrégulation de l’homéostasie lymphocytaire T CD4 et ce défaut de reconstitution muqueuse persistent sous traitement et sont associés à la persistance d’une translocation microbienne et d’une activation immunitaire importante (Kim et al., 2013; Mavigner et al., 2012). Néanmoins, ces données concernant l’atteinte de la muqueuse digestive chez l’Homme sont limitées par l’absence de prélèvement facilement obtenu lors des temps précoces de l’infection, contrairement au modèle simien. En particulier, il a pu être montré que le modèle macaque Rhesus d’origine Chinoise était probablement plus proche de l’infection chez l’Homme que le modèle 
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Indien, dont la pathogénie est plus rapide, avec une déplétion de cellules effectrices intestinales plus marquée (Ling et al., 2002).  
2.2. Les acteurs de la réponse immune impliqués dans la genèse de 
l’inflammation Lors de la rencontre avec un antigène, une fois passées les barrières « physiques » de l’organisme dont les barrières muqueuses, la réponse immunitaire se met en place grâce à la coordination de plusieurs acteurs reconnaissant l’agent pathogène de manière non spécifique, par le biais de « senseurs » universels situés soit à la surface des cellules, soit dans leur cytoplasme. Cette reconnaissance permet la production de molécules antivirales et de cytokines pro-inflammatoires, consistant une des premières étapes dans la cascade de déclenchement de l’activation immune, contribuant à la mise en place de la réponse immunitaire adaptative.  
2.2.1. Les acteurs cellulaires de l’immunité innée 
Les cellules dendritiques Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules dérivées de la moëlle osseuse, et constituent une des populations les plus importantes dans la fonction de reconnaissance de l’immunité innée, et d’organisation de la réponse immunitaire adaptative (Banchereau et al., 2000). Il existe des DCs myéloïdes, dérivées des progéniteurs myéloïdes CD34+/CD11c+, dont sont issues les cellules de Langerhans (peau, muqueuses) et les DC interstitielles. De façon intéressante, ces mêmes progéniteurs myéloïdes peuvent également être à l’origine des monocytes (CD11c+CD14+). Par ailleurs, il existe également les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs), dont un des 
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rôles importants est la production d’Interféron de type I (IFN-I) en réponse à la reconnaissance du virus par les senseurs cellulaires (Liu, 2005).  Ces cellules migrent dans les tissus en primo-infection et jouent un rôle pro-inflammatoire très précocément. Au cours de l’infection par le VIH, il a pu ainsi être montré que les cellules dendritiques plasmacytoïdes produisaient de grandes quantité d’IFN de type I en réponse à la stimulation par le virus lui-même, mais également par des virions inactivés (Fonteneau et al., 2004). De même, Herbeuval et al ont montré qu’un des mécanismes de déplétion CD4 était l’apoptose médiée par la voie TRAIL-DR5 (Herbeuval et al., 2005a). De même, cette équipe a montré que le ligand de TRAIL, DR5, était surexprimé à la surface des CD4 - mais pas des CD8 - chez les patients infectés par le VIH1 (Herbeuval et al., 2005b). Cette co-expression de TRAIL et DR5 était associée à une apoptose accrue caspase 3-dépendante des LT CD4, et réduite sous traitement ARV efficace (Herbeuval et al., 2005b). Une dysfonction des cellules dendritiques myéloïdes a également été mise en évidence dès la primo-infection VIH (Huang et al., 2011; Sabado et al., 2010), au profit notamment d’une production accrue de cytokines pro-inflammatoires. Par ailleurs, les cellules folliculaires dendritiques, localisées dans les organes lymphatiques, jouent un rôle dans l’activation lymphocytaire adjacente et la captation prolongée des antigènes, dont les particules virales du VIH (Keele et al., 2008b). Elles constituent également un réservoir du virus. Ainsi, elles pourraient contribuer à maintenir de l’inflammation par une présentation prolongée des particules virales. 
Les cellules dendritiques contribuent donc, par la présentation des antigènes, à la 
production de cytokines proinflammatoires et d’Interféron de type I, à l’activation 
du système immunitaire et l’engagement de voies d’apoptose. 
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Les monocytes et macrophages Les monocytes constituent environs 5% des cellules mononuclées sanguines. Ils sont caractérisés par leur taille, leur granulosité et l’expression de certains marqueurs de surface (Figure 5)(Ziegler-Heitbrock et al., 2010). La grande majorité des monocytes circulants (90-95%) expriment à la surface le CD14 (récepteur au LPS) et peu le CD16 (monocytes « classiques »). A l’instar des cellules dendritiques, ils expriment des senseurs cellulaires membranaires ou cytoplasmiques leur permettant de contribuer à la réponse immune . 
Figure 5. Représentation schématique des trois 
catégories de monocytes chez l’Homme selon 
l’expression de leurs marqueurs de surface et leur 
production de médiateurs. D’après (Zimmermann 
et al., 2012).       Au cours de l’infection par le VIH, notamment lors des phases de virémie importante et non contrôlée, on constate une augmentation du taux de monocytes circulants CD16+ (intermédiaires) et CD16++ (« non-classiques ») (Campbell et al., 2014). Ces mêmes monocytes CD14-/loCD16++ peuvent acquérir l’expression de M-DC8 et devenir pro-inflammatoires dans les phases de virémie importante (Dutertre et al., 2012). Il a également été montré que les monocytes participaient à la dysrégulation immunitaire, 
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en surexprimant certains marqueurs de costimulation comme B7-1/B7-2 (Boasso et al., 2008) ou d’inhibition comme PD-L1 (Boasso et al., 2008; Meier et al., 2008). Enfin, ils sont responsables d’une forte production de certaines cytokines ou chimiokines pro-inflammatoires, comme le TNF (Dutertre et al., 2012), l’IL1 (Guo et al., 2014) ou CXCL10 (Simmons et al., 2013). Les monocytes constituent également des cellules intéressantes dans la physiopathologie de la persistance de l’infection, au sens où ils constituent des réservoirs du VIH (Lambotte et al., 2000; Zhu et al., 2002). Cependant, ils sont plus résistants à l’infection productive, de par leur capacité accrue de production de facteurs de restriction des rétrovirus (tels que SAMHD1, APOBEC3G ou viperin).  Les macrophages constituent dans ce cadre un autre compartiment important (Campbell et al., 2014). En effet, ils peuvent correspondre à des macrophages résidents ou bien encore à l’infiltration tissulaire de monocytes se transformant en macrophages. Une caractéristique notable de ces cellules dans le cadre de la pathologie associée au VIH est leur rôle de réservoir, empêchant l’éradication du virus par une efficacité seulement partielle du traitement antirétroviral (Yukl et al., 2014). Ces cellules résidentes peuvent être schématiquement divisées selon leur phénotype M1 ou M2, selon qu’elles sont sensibles à des stimuli pro-inflammatoires ou du LPS (M1) ou à l’IL4, l’IL10 (M2).  
Ces cellules jouent un rôle important dans l’entretien de l’inflammation au niveau 
tissulaire, ainsi que dans la génèse de l’athérosclérose ou du déclin 
neurodégénératif précoce au cours du VIH (Burdo et al., 2013a; Campbell et al., 
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récepteur de haute affinité pour l’IL2 (Caligiuri et al., 1990), et produisent en réponse de grandes quantités de cytokines pro- et anti-inflammatoires telles que l’IFNγ, le TNFα, l’IL10 et l’IL13 (Cooper et al., 2001).  Depuis plusieurs années, les données disponibles concernant la fonction et la caractérisation des NK au cours du VIH sont de plus en plus nombreuses. Ainsi, il a pu être montré que le nombre et la fonction de ces cellules étaient compromis chez les patients en progression (Fauci et al., 2005; Mavilio et al., 2005), en particulier concernant le contingent CD56dim (Alter et al., 2005). Le rôle des NK semble également important dans le contrôle de la réplication virale (Scott-Algara et al., 2008), et la fonction des récepteurs naturels NKp30, NKp44 et NKp46 est altérée chez les patients virémiques, sans réversion complète sous traitement anti-rétroviral efficace (Marras et al., 2013; Mela et al., 2005; Ravet et al., 2007). 
L’activation des lymphocytes NK, notamment le contingent cytotoxique, a été 
récemment montrée comme étant associée à la progression de la maladie et à 
l’expression de CD14 soluble ou d’IP10 (Kuri-Cervantes et al., 2014), confirmant leur 
potentiel pro-inflammatoire et lié à l’activation cellulaire globale.  
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Figure 6. Représentation schématique des cellules NK selon l’expression du marqueur 
CD56. D’après (Cooper et al., 2001). 
 
Les polynucléaires neutrophiles Les polynucléaires neutrophiles (PNN) font partie de l’arsenal de l’immunité innée. En particulier, ces cellules jouent un rôle important dans la défense non spécifique anti-bactérienne et anti-fongique. Elles migrent rapidement par des mécanismes de chimiotactisme aux sites infectés, en réponse à un signal d’alarme et à la production de cytokines précoces pro-inflammatoires comme l’IL8, l’IL18 ou le TNF. Les PNN exercent le rôle défensif par la mise en œuvre d’une phagocytose dépendante des mécanismes d’oxydation et la production de radicaux dérivés de l’oxygène (Borregaard, 2010; Gabelloni et al., 2013). Après avoir exercé leur fonction, les PNN meurent rapidement. Néanmoins, leur sensibilité aux cytokines pro-inflammatoires ainsi que la présence de produits 
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microbiens peut entraîner une augmentation de leur durée de vie aboutissant à l’entretien de phénomènes inflammatoires et nécrotiques dérégulés (Gabelloni et al., 2013). Dans le cadre de la pathologie associée au VIH, la fonction des PNN a longtemps été étudiée dans le cadre de la défense contre les infections bactériennes et fongiques opportunistes. Si le VIH n’infecte pas les PNN, des dysfonctions de ces cellules ont été observées, qu’il s’agisse de défauts fonctionnels de phagocytose ou d’un excès de mort cellulaire de ce contingent (Elbim et al., 1994; Michailidis et al., 2012). Ainsi, Campillo-Gimenez et al. ont montré que les PNN de patients infectés par le VIH exprimaient plus le CD11b et produisaient plus de radicaux de l’oxygène, témoignant d’un état d’hyeperactivation à l’état basal. Ces résultats étaient en lien avec un environnement cytokinique pro-inflammatoire plus important, notamment la production d’IL18 (Campillo-Gimenez et al., 2014). 
L’étude de l’activation des polynucléaires neutrophiles et des liens avec les 
manifestations inflammatoires chroniques est importante car peu connue au cours 
de l’infection par le VIH.  
2.2.2. Cascade cytokinique au cours de l’infection par le VIH : 




Figure 7. Cascade cytokinique survenant lors de la primo-infection. En particulier, un pic 
de production d’IFN, d’IP10 et d’IL15 est constaté. D’après (Stacey et al., 2009).  Cette cascade cytokinique fait suite à la reconnaissance du virus par des « senseurs », situés à la surface ou dans le cytoplasme des cellules de l’immunité innée : les TLRs (Figure 8), les RLRs et les DNA-sensors. Parmi la multitude de cytokines produites lors de l’infection par le virus du VIH, nous nous focaliserons sur la production d’Interférons de type I, dont le rôle dans la régulation de la défense antiviral et l’activation du système immunitaire est central. 
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Figure 8. Représentation schématique des voies de reconnaissance des pathogènes par les 
TLRs, aboutissant au déclenchement de la cascade cytokinique. D’après (Kawai and Akira, 
2011).  Le VIH est, comme nous l’avons vu, internalisé par endocytose après interaction entre la gp120/gp41, le CD4 et son co-récepteur CCR5 ou CXCR4 (Weiss, 2003). Après sa pénétration intracellulaire, l’ARN viral va ainsi être reconnu en intra-cytoplasmique par les TLRs endosomaux (TLR3, TLR7/9), ainsi que MDA5 et RIG-I. Les TLRs interagissent avec les protéines d’adaptation MyD88 et TRIF, activant ainsiIRF3 et 7. En parallèle, les RLRs interagissent avec MAVS, permettant de recruter TRAF3, TBK1 et IKKε, ou IKKγ (NEMO), IKKα and IKKβ, conduisant à l’activation et la translocation nucléaire d’IRF3 et 
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Par la suite, deux vagues de production d’Interférons ont été décrites, dépendant du mode de signalisation des senseurs cellulaires (membranaires ou cytoplasmiques), et de la disponibilité des facteurs d’aval, comme les IRFs. Ainsi, alors que RIG-I et de MDA5 sont retrouvés dans un nombre important de cellules, l’expression de TLR3 et 4 est préférentielle au sein des DCs et des monocytes/macrophages, tandis que celle de TLR7 et 9 est restreinte aux pDCs (Honda and Taniguchi, 2006). Après leur activation, la cascade de voies de signalisation entraîne deux voies essentielles de production des Interférons de type I : la voie d’IRF3 et celle d’IRF7 (Honda and Taniguchi, 2006).  IRF7 est présent de manière constitutive en faible taux dans de nombreux sous-types cellulaires, mais est inductible, tandis qu’IRF3 est disponible en quantités plus importantes. Autrement dit, la première vague de production d’Interféron en réponse à l’engagement des différents senseurs dépend essentiellement d’homodimères IRF3/IRF3 ou d’hétérodimères IRF3/IRF7. Ils sont responsables de la production d’IFNβ et de quelques sous-types d’IFNα. Par voie autocrine et paracrine, ces sous-types d’IFN de type I induisent l’expression d’IRF7 aboutissant à des homodimères IRF7/IRF7 permettant la production dans une deuxième vague des autres sous-types d’IFNα (Sato et al., 2000).  Lors de la primo-infection par le VIH, il a ainsi pu être observé que de fortes quantités d’Interféron de type I étaient produites, avec un pic de production autour de J6, concomitant d’une cascade cytokinique pro-inflammatoire importante et précédant le pic de la charge virale plasmatique (Stacey et al., 2009). Fait important, cette production n’est plus détectable dans le plasma dans des délais assez rapides, quelques semaines à quelques mois après l’infection (Kamga et al., 2005; Killian et al., 2006), mais reste 
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détectable au niveau tissulaire (Lehmann et al., 2010; Nascimbeni et al., 2009). Elle est à nouveau détectable dans le plasma de manière disparate lors de phases tardives de l’infection (Hardy et al., 2013; Stylianou et al., 2000; von Sydow et al., 1991).  L’activité antivirale des Interférons de type I est très importante, et se situe à de multiples niveaux. Notamment, il a été très rapidement montré que l’adjonction d’IFN pouvait in vitro inhiber la réplication virale sur cellules de lignées (Bednarik et al., 1989; Poli et al., 1989; Smith et al., 1991), conduisant à des essais cliniques chez les patients infectés (Fernández-Cruz et al., 1995; Lane et al., 1990; Skillman et al., 1996), offrant des résultats contrastés. Lors de l’essai INTERPRIM par exemple, l’adjonction ou non d’IFN2b à des patients en primo-infection inclus dans un protocole d’arrêt standardisé de traitement ne montrait pas de différences en termes de charge virale VIH ou de taux de LT CD4 (Goujard et al., 2012). Cependant, les effets in vitro de cette stratégie, notamment concernant l’activation de la réponse humorale, semblaient importants (Adalid-Peralta et al., 2008). En outre, il a été constaté que les IFN-I activaient la réponse immune spécifique (Hardy et al., 2009, 2013).  Néanmoins, il semble que cette activité antivirale anti-VIH se perde au cours du temps, par différents mécanismes. Ainsi, les cellules dendritiques plasmacytoïdes circulantes des patients virémiquesprogresseurs deviennent réfractaires à la restimulation par le VIH (Barblu et al., 2012). Plus encore, il a pu être montré que les autres acteurs de coordination de la réponse immune, notamment les monocytes, devenaient réfractaires à la stimulation par l’IFN-I, notamment du fait d’une « désensibilisation » par une downrégulation de l’IFNAR (Hardy et al., 2009). Une limite à ces études est qu’elles sont 
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effectuées sur les cellules sanguines. Il n’est pas exclu que la régulation de l’activité antivirale de ces cellules dans le microenvironnement lymphoïde soit différente.  Enfin, l’activation de la voie des IFN de type I est également à double tranchant sur le long terme. En effet, les voies immunorégulatrices déclenchées par les IFN-I sont adaptées aux réponses anti-virales de courte durée, et ont pour objectif l’élimination des cellules cibles et des cellules activées. Or, dans le cadre de l’infection chronique par le VIH, certains effets liés à l’IFN-I produit au long cours sont impliqués dans la déplétion lymphocytaire T CD4. Notamment, la voie d’apoptose médiée par TRAIL-DR5 (Herbeuval et al., 2005a, 2005b, 2005c), ainsi que la voie Fas-FasL (Kaser et al., 1999) ont été largement caractérisées. Par ailleurs, les IFN-I induisent l’expression de molécules d’immunorégulation visant à générer des réponses T-régulatrices, comme l’indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO), qui pourraient contribuer à l’altération des barrières muqueuses par le défaut de ratio Th17/Treg dans le système digestif (Favre et al., 2009; Malleret et al., 2008) et entretenir l’activation immunitaire.  
Les Interférons de type I jouent ainsi un rôle crucial dans le déclenchement de la 
réponse immune anti-VIH.  
2.2.3. Gènes induits par l’interféron Plusieurs équipes s’accordent sur le fait que le dosage des IFN-I est difficile et peu lié à leur activité selon les stades de l’infection. En effet, cette cytokine peut être produite dans des quantités inférieures aux seuils habituellement utilisés dans nos laboratoires, et est produite au sein des organes lymphoïdes plutôt qu’en périphérie (Harris et al., 2010; Jacquelin et al., 2009). Cet ensemble a conduit à utiliser les gènes dépendants de 
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l’IFN (ISGs) comme des reflets de sa production et de sa fonction (Sadler and Williams, 2008). La liaison de l’IFN de type I à son récepteur IFNAR (Figure 10) active la voie de signalisation JAK/STAT. Les deux kinases JAK1 et TYK2 sont activées et vont phosphoryler les facteurs cytoplasmiques STAT1 et STAT2, qui s’assemblent ensuite au facteur IRF-9 pour former le facteur de transcription ISGF3 (IFN Stimulated Genes factor 3). Après translocation nucléaire, ISGF3 se fixe à son promoteur ISRE (IFN Stimulated Response Elements) qui active la transcription de nombreux gènes, les IFN Stimulated Genes (ISGs)(Ivashkiv and Donlin, 2014; Levy et al., 2011; Sadler and Williams, 2008). 
 
Figure 10. Voies de signalisation des Interférons de type I, II et III après leur liaison à leur 
récepteur. D’après (Sadler and Williams, 2008)  A ce jour, plus de 500 ISGs ont été décrits. Ils codent pour des protéines ayant une activité antivirale par de multiples mécanismes, ou jouant un rôle dans la régulation de 
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la réponse immune (Sadler and Williams, 2008). L’IFN de type I est le principal inducteur d’ISGs, et certains ISGs comme mxA ou pkr sont induits quasiment exclusivement par l’IFNα. Cependant, les IFNs de type II et III sont également capables d’induire un état antiviral via la production d’ISGs, et certains ISGs tel ip10 ou ifitm1 peuvent être induits par les IFNα et γ (Stylianou et al., 2000). Enfin quelques ISGs (CXCL9) s’avèrent être plus spécifiques d’une réponse médiée par l’IFNγ (Liu et al., 2012)  La régulation de l’expression des ISGs est complexe. Ainsi, il a été décrit une boucle autocrine d’auto-amplification permettant une réponse IFN notamment antivirale rapide et forte, mettant en jeu des ISGs telles que STAT1 ou IRF9. Il en est de même pour la régulation négative qui fait intervenir les protéines SOCS (Suppressors of cytokine signalling), notamment SOCS1 et SOCS3, elles mêmes induites par la voie IFN/JAK/STAT dans une boucle de rétrocontrôle négatif (Ivashkiv and Donlin, 2014; Schneider et al., 2014). Il est également à noter que l’âge, le sexe, l’ethnie, le tabac et l’alcool pourraient moduler l’expression d’ISGs par des mécanismes incomplètement élucidés (Chang et al., 2013; Pahar et al., 2013; Petro et al., 2002; Redd et al., 2009). Enfin, il est important de souligner que ces « ISGs » peuvent également être transcrits par d’autres voies indépendantes de l’Interféron, en particulier par une voie directe des TLRs sur leur promoteur (Harman et al., 2011).  L’implication des ISGs dans la pathogénie du VIH est vaste et se retrouve à différents niveaux. Ainsi, les protéines codées par ces gènes peuvent avoir une action antivirale directe, par divers mécanismes bloquant la réplication virale (Figure 11). Il s’agit de facteurs de restriction, dont certains ont été précisément décrits ces dernières années 
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comme APOBEC-3G (Mangeat et al., 2003), TRIM5α (Sayah et al., 2004), BST-2 (Tetherin) (Neil et al., 2008), SAMHD1 (Laguette et al., 2011) ou Mx2 (Goujon et al., 2013). D’autres gènes codent pour des protéines impliquées dans l’immunomodulation : rôle de maturation cellulaire, action proliférative, activation cellulaire et induction de CD38, costimulation (Sadler and Williams, 2008)… Certaines cytokines/chimiokines pro-inflammatoires font partie des gènes induits par les Interférons, comme la chimiokine CXCL10 (IP10), dont les taux ont été montrés associés au risque de progression de la maladie liée au VIH (Liovat et al., 2012; Noel et al., 2014; Stylianou et al., 2000). Enfin, certains gènes décrits ci-dessus sont impliqués dans les mécanismes pro- ou anti-apoptotiques, tels que TRAIL (Herbeuval et al., 2005c). 
 
Figure 11. Cibles virales distinctes de différents ISGs. D’après (Schneider et al., 2014) 
 44 
La signature IFN, traduite par l’expression des ISGs par certaines cellules au cours de l’infection par le VIH, varie en fonction du stade de l’infection et du niveau de charge virale. Chez les patients virémiques non traités, il existe une corrélation entre le taux élevé d’ISGs et la progression de la maladie (Herbeuval and Shearer, 2007). Ainsi, des études de transcriptomique ont montré la forte expression de nombreux ISGs par les LT CD4 de patients virémiques non traités comparés à des LT CD4 de donneurs sains (Sedaghat et al., 2008). En phase aiguë, un taux élevé d’IP10 (interferon-inductible protein 10 ou CXCL10) est associé à une progression plus rapide de l’infection par le VIH (Liovat et al., 2012). En phase chronique, chez des patients non traités (Hardy et al., 2013; Rotger et al., 2010; Sedaghat et al., 2008), il existe une augmentation du taux d’IFN-I et de l’expression des ISGs au sein des LT CD4 et CD8 activés circulants et au sein des ganglions. Ces anomalies sont corrélées à une immunosuppression plus importante, une activation accrue des LT CD4 et T CD8 et une charge virale (CV) plus élevée.  Chez les patients sous ARV efficace, il existe une corrélation entre une mauvaise restauration immune sous traitement et un taux élevé de certains ISGs (IFI6, ISG56/IFIT1, IFI27) au sein des LT CD4 (Fernandez et al., 2011). La production d’ISG reste probablement plus élevée chez les patients avirémiques sous ARV que chez les donneurs sains (Krishnan et al., 2014). Ainsi au cours de l’infection par le VIH il existe une forte expression des ISGs par les LT CD4 et CD8. Cette signature interféron s’atténuerait sous traitement antiretroviral ARV mais resterait associéeà une activation immune importante avec ses conséquences au long cours (Herbeuval and Shearer, 2007).  
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En résumé, une cascade cytokinique, dont les Interférons de type I et les ISGs sont 
desacteurs majeurs, est initiée très tôt après l’infection et conduit à l’activation du 
système immunitaire adaptatif.  
2.3. Réponse immunitaire adaptative et activation lymphocytaire 
2.3.1. Réponse lymphocytaire T CD8 Lors de la réponse immune antivirale, les lymphocytes T CD8 ont un rôle majeur (Figure 
12). En effet, leurs fonctions incluent la lyse antigène-spécifique des cellules cibles, selon une reconnaissance restreinte par le CMH de classe I, via la sécrétion de molécules cytolytiques (perforine, granzyme), la production de cytokines (IFNγ, TNFα, IL2) ou de chimiokines telles que MIP-1α et RANTES. 
 
Figure 12. Actions cytotoxiques, inhibitrices du VIH et pro-inflammatoires des LT CD8 au 
cours de l’infection par le VIH.  
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Dans le cadre de la pathologie liée au VIH, plusieurs arguments indiquent que les LT CD8 jouent un rôle important dans le contrôle antiviral. Très tôt au cours de la primo-infection, des LT CD8 spécifiques sont générés (Gea-Banacloche et al., 2000; Jagannathan et al., 2009).  Ainsi, la résolution du pic de réplication virale en fin de primo infection est associée à l’expansion de LT CD8 spécifiques du VIH. Dans le même sens, des manipulations de déplétion T CD8 ont montré une augmentation drastique de la réplication virale dans des modèles simiens (Gaufin et al., 2010). En parallèle, plusieurs études ont montré que la réplication virale était soumise à une pression de sélection exercée par les CD8, conduisant à la sélection de mutations dans des gènes viraux induisant une diminution de la capacité réplicative du VIH. Enfin, une association entre certains allèles de classe I (HLA-B27, HLA-B57) et un meilleur contrôle de la réplication virale est connu de longue date (Migueles et al., 2000, 2003).  La fonctionnalité de ces cellules peut être évaluée par leur capacité de dégranulation de la perforine, ainsi que la production d’IL2, IFNγ, TNFα, MIP1β et CD107a. Il a pu être montré que la dégranulation rapide de perforine et que la présence de T CD8 spécifiques polyfonctionnels dans le sang périphérique étaient associés au contrôle de la virémie chez les patients HIV controllers (Hersperger et al., 2010; Migueles et al., 2008), parallèlement à une forte avidité des réponses T CD8 (Price et al., 2005), en partie dépendante du maintien d’une exposition à l’antigène (Betts et al., 2004; Janbazian et al., 2012; Kløverpris et al., 2014). Le maintien des réponses T CD8 spécifiques est associé à un contrôle antiviral au long cours (Betts et al., 2006).  Ces fonctions des LT CD8 sont associées à une activation de ce contingent cellulaire, survenant très tôt au cours de l’infection et persistant sous traitement (Betts et al., 2004; 
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Carabasi et al., 1991; Catalfamo et al., 2011; Cossarizza et al., 1995; Lécuroux et al., 2009a; Ndhlovu et al., 2008b; Paiardini and Müller-Trutwin, 2013). Ainsi, cette activation forte et durable, en lien partiel avec la réplication virale, est un marqueur pathogénique majeur de l’infection par le VIH. C’est un élément fondamental de prédiction de la progression, indépendamment de la charge virale (Deeks et al., 2004; Giorgi et al., 1999). En effet, cette activation T CD8 chronique a des conséquences néfastes sur la fonction de ces cellules. Ainsi, on observe une altération progressive des réponses CD8 au cours de la pathologie associée au VIH. Brenchley et al ont montré que, en périphérie, les cellules T CD8 spécifiques du VIH présentaient un défaut de leurs capacités prolifératives en réponse à la stimulation, en lien avec l’expression de CD57, un marqueur de sénescence (Brenchley et al., 2003). L’activité cytotoxique dans les organes semble cependant être conservée, y compris chez les patients virémiques (Hosmalin et al., 2001). Ces cellules sont également plus sensibles à la mort programmée, par l’expression de PD1 (Day et al., 2006; Kløverpris et al., 2014). De même, une accélération de l’immunosénescence a été établi (Sauce et al., 2011). Au sein du laboratoire, notre équipe a également pu mettre en évidence que lors de la primo-infection, l’expression de CD127 (IL7R) était inversement corrélée à la charge virale et à l’activation des LT CD8 spécifiques (acquisition du marqueur CD38). Cette expression était rétablie avec l’instauration précoce d’un traitement ARV et conférait aux LT CD8 spécifiques une meilleure capacité proliférative en réponse à l’IL7 (Lécuroux et al., 2009b). Enfin, le rôle de facteurs de transcription impliqués dans la différenciation lymphocytaire semble important. Il a ainsi pu être montré que la régulation de l’expression de T-bet et d’EOMES était importante dans la différenciation des LT CD8 en cellules effectrices, et que celle-ci était perturbée au cours de l’infection par le VIH (Buggert et al., 2014; Simonetta et al., 2014). 
 48 
 
En résumé, le rôle des LT CD8 dans le contrôle antiviral est un élément très 
important dans la physiopathologie de l’infection par le VIH. Néanmoins, l’activation 
prolongée des LT CD8 est néfaste à long terme sur leurs fonctions.  
2.3.2. Réponse lymphocytaire T CD4 La fonction lymphocytaire T CD4 est également importante dans la pathogénie de l’infection par le VIH. Ces lymphocytes constituent en effet une cible privilégiée d’entrée du virus, et leur déclin au cours du temps est une caractéristique fondamentale de la pathogénie du VIH.  Chez les patients progresseurs, l’infection par le VIH provoque, dès la primo-infection, un défaut quantitatif et qualitatif des LT CD4, notamment des LT CD4 mémoires centraux. Il a pu être montré que les LT CD4 spécifiques du VIH sont préférentiellement infectés par le virus in vivo, quel que soit le stade de l’infection (Demoustier et al., 2002; Douek et al., 2002). Ces constats expliquent, entre autres, l’inefficacité de la réponse antivirale en primo-infection. Ceci contribue à l’élimination progressive des LT CD4 spécifiques du VIH, et fragilise de manière croissante les défenses antivirales, puisqu’à chaque stimulation antigénique, les T CD4 spécifiques sont à nouveau des cibles de l’infection. En outre, il a été montré dans les modèles simiens comme humains que le contingent lymphocytaire T CD4 mémoire central est le plus altéré, en périphérie comme dans les organes lymphoïdes (Mattapallil et al., 2005), et n’est que peu rétabli sous traitement (Elrefaei et al., 2004).  
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En particulier, ces cellules perdent leurs capacités de prolifération en réponse aux antigènes viraux (Lichterfeld et al., 2004), et de production de cytokines telles que l’IL2 (Younes et al., 2003). Seule la population de LT CD4 producteurs d’IFNγ persiste. Cet ensemble d’anomalies des lymphocytes T « helper » explique en partie le défaut de mise en place d’une réponse immunitaire efficace précoce chez les patients progresseurs.  Par ailleurs, une activation importante des LT CD4, en lien avec la charge virale et associée à l’inflammation, a été montrée au cours du VIH (Catalfamo et al., 2011). Dans ce contexte, des défauts d’homéostasie lymphocytaire, mettant en jeu des défauts de réponse à l’IL7 ainsi que la sénescence cellulaire, jouent un rôle important. Notamment, la répartition, ainsi que les capacités prolifératives des LT effecteurs mémoires, centraux mémoires et naïfs est déséquilibrée au cours de l’infection, les lymphocytes T centraux mémoires étant peu renouvelés et les LT CD4 naïfs ayant de plus faibles capacités prolifératives en réponse à l’infection (Srinivasula et al., 2011). En outre, l’environnement inflammatoire a un impact sur la fonctionnalité des LT CD4. Ainsi, Shive et al. (Shive et al., 2014) montrent que la présence de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL1β ou l‘IL6 induit une diminution de l’expression membranaire de CD127, et donc une réduction des capacités de réponse à l’IL7. Enfin, il a été montré que le VIH induit une réduction des capacités de prolifération lymphocytaire T intrathymique, qui ne sont que partiellement améliorées par le traitement antirétroviral (Dion et al., 2004; Douek et al., 1998). Ces capacités de renouvellement thymique altérées au cours du VIH, en lien avec les paramètres d’activation immunitaire, contribuent au déclin du taux de LT CD4 circulants.  
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Ainsi, une activation anormale et des altérations du compartiment lymphocytaire T 
CD4 survient au cours du VIH, entraînant une baisse de ces lymphocytes au cours du 
temps.  
2.3.3. Réponse lymphocytaire B et immunité humorale Outre l’activation lymphocytaire T, les lymphocytes B sont activés au cours de l’infection par le VIH et leur homéostasie est perturbée. En effet, dès la primo-infection, plusieurs marqueurs de cette activation B sont détectés (Amu et al., 2013). Une hypergammaglobulinémie polyclonale est présente précocément, et pourrait être en lien avec l’accumulation de TFH intra-ganglionnaires (Lindqvist et al., 2012). Ces cellules par leur capacité à produire l’IL21 et l’IL10, favorisent le maintien de LB de faible affinité et diminuent leur différenciation en LB mémoires. Par ailleurs, les LB des patients infectés ont une moindre capacité à proliférer et à produire des IgG en réponse à la stimulation 
ex vivo(Jacobson et al., 1991; Moir et al., 2001).  Au cours de l’infection par le VIH, des anticorps anti-VIH apparaissent rapidement, ont pour but de bloquer la propagation virale et sont impliqués dans la réponse immune (réponse NK, ADCC). Les lymphocytes B produisent des anticorps qui, en majorité, ne bloquent pas efficacement le virus. Ces anticorps peuvent être dirigés contre divers antigènes viraux, les épitopes d’intérêt les plus étudiés se situant sur la protéine d’enveloppe (env), au niveau de la gp120, de la gp41 et du CD4bs (Deeks et al., 2006; Li et al., 2007). Néanmoins, il existe des anticorps largement neutralisants dont l’intérêt dans le développement de stratégies vaccinales est important. En outre, le rôle des Ac non neutralisants est également important par les mécanismes d’ADCC.  
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Enfin, au plan phénotypique, on note (i) une expansion des LB transitionnels CD19+CD21highCD27-, possiblement liée au niveau de chimiokines et d’IL7 produits dans les sites infectés (Zeng et al., 2011). Ces LB sont caractérisés par une moindre réponse à la stimulation antigénique. (ii) une réduction de la proportion de LB mémoires CD21+CD27+(Titanji et al., 2006), du fait d’une susceptibilité accrue à l’apoptose (van Grevenynghe et al., 2011; Rethi et al., 2013), de la maturation prépondérante des LB en plasmocytes sous l’effet de l’IL6, et des défauts d’homéostasie lymphocytaire B liés à la perturbation du milieu cytokinique, lui même dépendant des altérations lymphocytaires T (Cagigi et al., 2008; Rethi et al., 2013). Ainsi, les niveaux d’anticorps vaccinaux d’isotype IgG sont réduits chez les patients infectés au long cours (Pensieroso et al., 2009; Titanji et al., 2006). (iii) une surreprésentation de LB activés, perdant l’expression du CD21 (Moir et al., 2001) et gagnant l’expression de marqueurs d’épuisement tels que PD1, ou de récepteurs inhibiteurs comme Siglec-6 ou FCLR4 (Day et al., 2006; Kardava et al., 2011) (iv) une diminution de l’expression des molécules de costimulation sur les LB, réduisant l’efficacité des coopérations T-B (Legendre et al., 1998; Samuelsson et al., 1997)  
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II. Inflammation systémique au cours de l’infection par le VIH Comme nous l’avons décrit, l’avènement des thérapies antirétrovirales a marqué une modification majeure dans l’évolution de la pathologie liée au VIH. En effet, grâce à ces traitements et au contrôle associé de la charge virale, la durée de vie, ainsi que sa qualité, s’est vue nettement améliorée (Maartens et al., 2014). Néanmoins, la guérison sans traitement et l’éradication du virus ne sont, en 2014, pas encore réalisables. Dans ce contexte de patients infectés chroniquement et prenant des traitements au très long cours, le constat suivant a été effectué : ces patients présentent des complications « indirectement » liées au VIH, avec une morbidité voire une mortalité non plus associées aux infections opportunistes ou aux cancers classant SIDA, mais à l’athérosclérose précoce, au risque coronarien, à des altérations neurocognitives accélérées, à des cancers non classant SIDA, etc… (Morlat et al., 2014) Ces pathologies, lorsqu’elles surviennent précocément, sont également observées dans d’autres situations mettant en jeu une activation forte et durable du système immunitaire, et où un lien avec une inflammation systémique à bas bruit a été mise en évidence, comme les maladies autoimmunes (Erkan et al., 2014; Gottenberg et al., 2006; Hirata et al., 2013; Munroe et al., 2014).  
1. Constat d’une inflammation exagérée lors de l’infection par le VIH : poids de 
l’IL6, de la CRP et des D-Dimères Comme nous l’avons vu, une activation forte du système immunitaire se met en route dès la primo-infection afin de faire face à l’infection, aboutissant à la production de multiples cytokines, pro- et anti-inflammatoires (Stacey et al., 2009). 
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Ce statut pro-inflammatoire dure dans le temps, avec des conséquences propres délétères sur la morbi-mortalité associée au VIH. Deux tournants importants dans l’appréciation des facteurs associés à une amélioration de la durée et de la qualité de vie au cours de l’infection par le VIH ont eu lieu ces dernières années. Dans un premier temps, l’étude SMART – Strategies for Management of AntiRetroviral Therapy - avait permis de montrer que, chez des patients infectés avec un taux de CD4 maintenu > 350/mm3, la stratégie d’arrêt programmé de traitement était délétère car les LT CD4 baissaient rapidement en dessous de 200/mm3 (El-Sadr et al., 2006), permettant d’établir l’idée que la maintien d’une charge virale strictement indétectable sous traitement, associée au fait de débuter les ARV le plus tôt possible, étaient indispensables (Hoen et al., 2014). Parallèlement, les études dérivées de SMART étaient planifiées pour doser des biomarqueurs solubles reflétant l’inflammation (C-reactive protein, IL6, serum amyloid A protein…) ou l’activation de la voie de la coagulation (D-Dimères), avec le dessein de faire un lien entre la morbidité cardiovasculaire constatée au cours du VIH (Baker and Duprez, 2010) et un état pro-inflammatoire chronique. Ainsi, il a pu être montré à partir des plasmas des patients inclus dans SMART, que les taux de CRP et d’IL6, ainsi que les D-Dimères, étaient élevés (Kuller et al., 2008; Rodger et al., 2009) et représentaient des biomarqueurs de risque d’infections opportunistes et de progression, indépendamment de la charge virale ou du taux de CD4.  De même, les résultats de l’étude FIRST – Flexible Initial Retrovirus Suppressive Therapies (Boulware et al., 2011) - montrent que des taux élevés d’IL6 et de CRP à l’initiation du traitement anti-rétroviral sont des prédicteurs indépendants de survenue d’infection opportuniste à 1 an ou de mortalité au long cours. Ces marqueurs ont été 
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validés comme prédicteurs de mortalité cardiovasculaire à très grande échelle sur une étude portant sur 9764 patientsinfectés par le VIH (Nordell et al., 2014). Le rôle de la réplication virale a été initialement évoqué pour expliquer cette inflammation chez les patients virémiques, et plusieurs équipes ont mesuré l’évolution de ces biomarqueurs sous traitement, ainsi que les liens avec la morbi/mortalité toute cause. De manière intéressante, il a pu être montré que ces marqueurs d’inflammation restaient plus élevés chez les patients infectés et traités sur le long terme, que chez les sujets sains (French et al., 2009; Kamat et al., 2012), suggérant que d’autres facteurs que le virus lui-même entraient en ligne de compte pour expliquer cette inflammation.  Néanmoins, l’étude des paramètres tels que l’IL6 et la CRP trouve une limite dans le fait qu’ils sont associés à toutes les causes d’inflammation, et ne peuvent être associés à des mécanismes physiopathologiques précis que de manière limitée. De ce fait, l’étude de « signatures » de biomarqueurs d’inflammation/d’immunorégulation est devenue importante afin de déterminer les mécanismes sous-tendant la genèse de cette inflammation, ainsi que des profils associés à certaines causes précises de morbi/mortalité au cours du VIH (i.e., déclin neurocognitif précoce, maladies cardiovasculaires, risque de syndrome de reconstitution immunitaire, etc…) ou à la progression de la maladie (set point viral, risque de baisse des LT CD4…).  
2. Autres biomarqueurs d’inflammation et d’activation immunitaire Ainsi, outre l’IL6, la CRP ultra-sensible ou les D-Dimères, plusieurs biomarqueurs ont été étudiés au cours du VIH, de manière à refléter plusieurs mécanismes d’activation immune. Ils peuvent être découpés en marqueurs solubles et marqueurs d’activation cellulaire. 
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2.1. Marqueurs solubles Il s’agit des cytokines pro- et anti-inflammatoires, des CC et CXC chimiokines, des facteurs d’activation de la voie de la coagulation, des marqueurs membranaires clivés, ou encore des marqueurs d’adhésion cellulaire (Tableau 1). 
Tableau 1. Principaux biomarqueurs utilisés ces dernières années dans l'étude des patients infectés par le VIH 
Biomarqueur Reflet Effet des 
TARV 
Associations 
D-Dimères Activation des voies de la coagulation Réduction sans normalisation Mordi/mortalité, risque cardiovasculaire 
CRP 
ultrasensible 
Inflammation systémique Elevation persistante Mordi/mortalité, risque cardiovasculaire, réplication virale, baisse des LT CD4 
IL6 Inflammation systémique Réduction sans normalisation Mordi/mortalité, risque cardiovasculaire, réplication virale, baisse des LT CD4 
IP10 Activation des IFN type I et II, activation monocytaire Réduction? Réplication virale importante, baisse des LT CD4 
MCP1 Activation des IFN type I et II, activation monocytaire Réduction? Risque cardiovasculaire, vieillissement neurocognitif 
CD14 soluble Activation monocytaire Réduction sans normalisation Mortalité, risque cardiovasculaire, vieillissement neurocognitif 
CD163 
soluble 




Inflammation systémique Réduction sans normalisation Mortalité, baisse des LT CD4 
LPS, LBP, 
EndocAb 
Translocation microbienne Réduction sans normalisation Réplication virale importante, baisse des LT CD4  Ainsi, outre l’IL6 et la CRPus décrits ci-dessus, il a pu être montré que le soluble tumor necrosis factor receptor-1 (sTNFR-1), un marqueur d’engagement de la voie du récepteur au TNF, ainsi que le CD27 soluble (sCD27) ou le ligand soluble de CD40 
 56 
(sCD40L), deux marqueurs d’activation cellulaire T, étaient également associés au risque d’infections opportunistes ou de décès chez les patients progresseurs (Kalayjian et al., 2010). Parmi les chimiokines, plusieurs études ont confirmé le poids des ligands de CXCR3, un récepteur exprimé à la surface de cellules activées, dans l’inflammation précoce au cours du VIH. Ces ligands sont au nombre de trois : CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10) et CXCL11 (I-TAC) (Clark-Lewis et al., 2003). Ces CXC-chimiokines sont produites précocément dans les sites infectés (ganglions lymphoïdes, muqueuses) au cours de la primo-infection (Liovat et al., 2012; Stacey et al., 2009) et permettent d’attirer les lymphocytes activés CXCR3+ (Liu et al., 2011). En particulier, la protéine IP10 (IFN inducible protein 10), produite sous l’effet des interférons (Simmons et al., 2013; Stylianou et al., 2000) a été la plus étudiée. Les taux élevés d’IP10 en primo-infection sont associés à l’importance de la charge virale au set point ainsi qu’avec le risque de baisse des LT CD4 (Liovat et al., 2012). En phase chronique, il a été récemment montré qu’IP10 restait élevé chez les patients sous traitement antirétroviral efficace au long cours (Kamat et al., 2012; Ramirez et al., 2014) et était associé à la dysfonction lymphocytaire T (Ramirez et al., 2014). Le poids des molécules d’adhésion cellulaire a également été évalué depuis de nombreuses années, comme reflet de l’altération cellulaire – en particulier des cellules endothéliales ou de la barrière hémato-encéphalique. Ainsi, les formes solubles d’ICAM (intercellular adhesion molecule) et de VCAM-1 (vascular adhesion molecule 1) ont depuis 20 ans été étudiées chez les patients virémiques et sous traitement, en lien avec les infections opportunistes (Nordøy et al., 1996), les altérations neurocognitives (Heidenreich et al., 1994) ou le risque de progression sous traitement (Mastroianni et al., 2000). L’analyse de ces biomarqueurs semble être importante pour la 
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compréhension des évènements cardiovasculaires chez les patients infectés par le VIH (Baker et al., 2010), en lien avec des marqueurs d’activation de la coagulation distincts des D-Dimères, comme le PAI-1 (Knudsen et al., 2014; Lacerda et al., 2014). En particulier, les taux de sICAM et de sVCAM-1 sont associées à la charge virale élevée ainsi qu’au risque cardio-métabolique (Lacerda et al., 2014; Rönsholt et al., 2013). Enfin, les formes solubles des marqueurs d’activation monocytaire, en particulier le CD14 soluble et le CD163 soluble, ont été beaucoup étudiées ces dernières années. Ainsi, le CD14, marqueur de la lignée monocytaire, est clivé en réponse à leur activation, notamment par les mécanismes endotoxiniques médiés par le LPS, et ses taux sont élevés dans de multiples pathologies inflammatoires (Scherberich and Nockher, 1999). Au cours du VIH, ses liens notamment avec le risque de désordres neurocognitifs précoces ont été établis (Lyons et al., 2011), ainsi qu’avec la mortalité toute cause (Sandler et al., 2011).  Le CD163, appartenant à la superfamille des récepteurs scavenger riches en cystéine (SRCR-SF) de classe B est exprimé à la surface des macrophages (Akila et al., 2012). Il peut être clivé dans de multiples situations pro-inflammatoires, et ses taux solubles sont mesurables en ELISA. Au cours du VIH, l’équipe de T.Burdo a notamment montré que les taux de CD163 solubles étaient élevés chez les patients virémiques, et diminuaient sous traitement ARV sans revenir au niveau des personnes non infectées (Burdo et al., 2011a). Plus encore, il a été montré que la persistance de taux élevés de CD163 soluble était associée au risque cardiovasculaire (Burdo et al., 2011b; Pereyra et al., 2012) et neurocognitif précoce (Burdo et al., 2013b).  
2.2. Marqueurs cellulaires Outre les marqueurs solubles, l’étude du profil d’expression des marqueurs cellulaires a permis de mieux comprendre la pathologie du VIH. 
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Ainsi, il a été très tôt montré que les LT CD4 comme CD8 des patients infectés par le VIH exprimaient les marqueurs d’activation CD38 et HLA-DR, tant en fréquence de cellules HLA-DR+/CD38+ qu’en intensité, et que cette activation était liée à la baisse des CD4 circulants, au risque d’infections opportunistes et à la progression virologique (Cao et al., 2009; Deeks et al., 2004; Giorgi et al., 1999; Hunt et al., 2008, 2011a). Cependant, outre les marqueurs HLA-DR et CD38 à la surface des cellules, d’autres marqueurs d’expression reflétant l’homéostasie lymphocytaire au cours du VIH sont utilisés dans les études. Ainsi, le profil de senescence CD28-/CD57+, ainsi que l’expression du marqueur d’épuisement PD-1, sont associés à une perte de fonction lymphocytaire T CD8 et CD4 mais également B, par une réduction des voies de costimulation lymphocytaire (Brenchley et al., 2003; Day et al., 2006; Petrovas et al., 2009; Porichis et al., 2014). L’utilisation d’analyses combinées de ces biomarqueurs, qu’il s’agisse d’études multiplex combinant plusieurs cytokines/chimiokines quantifiées dans le même prélèvement, ou d’analyses statistiques multiples incluant les marqueurs cellulaires, offrent la possibilité de l’analyse en « signature » (Card et al., 2012; Cozzi-Lepri et al., 2011; Guzmán-Fulgencio et al., 2011; Kamat et al., 2012; Liovat et al., 2012; Redd et al., 2009). Notamment, le profil d’expression des marqueurs d’activation/inflammation peut orienter vers une voie physiopathologique activée de manière prépondérante pour expliquer un phénotype clinique donnée (ex : HIV controllers, patients virémiques progresseurs…). Néanmoins, ces techniques nécessitent d’être utilisées et analysées avec précaution, du fait de la nécessité de prendre en compte les comparaisons multiples dans les résultats, de s’assurer de la validité technique de la méthode utilisée, et de la manière dont les prélèvements ont été manipulés – la plupart des cytokines ne 
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tolérant pas plusieurs cycles de congélation/décongélation (Lynch et al., 2014; Marquette et al., 2012).  
Ainsi, de multiples biomarqueurs d’activation immunitaire et d’inflammation 
peuvent être utilisés. En particulier, des études visant à caractériser des « profils 
d’expression », utilisant de multiples biomarqueurs, ont permis de caractériser 
certains biomarqueurs comme étant associés à l’évolution de la pathologie. En 
outre, ces profils ont également permis de mieux comprendre les causes de cette 
activation immunitaire chronique au cours du VIH, afin de mieux la cibler au plan 
thérapeutique.  
3. Génèse de l’inflammation au cours de l’infection par le VIH Les causes de déclenchement et d’entretien de l’activation immunitaire et de l’inflammation au cours du VIH sont multiples et résumées dans la Figure 13. 
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Figure 13. Représentation des causes d’activation immunitaire et d’inflammation au cours 
du VIH, ainsi que ses conséquences immuno-cliniques. Adapté d’après (Appay and Sauce, 
2008)  Comme nous l’avons décrit, un rôle important est à attribuer à la translocation de produits microbiens favorisée par l’altération des barrières de la muqueuse digestive. Différents marqueurs de cette translocation et de l’activation immune en résultant ont été étudiés. Parmi ces marqueurs, I-FABP (intestinal fatty acid binding protein), un marqueur d’apoptose entérocytaire, est élevé et est lié à la magnitude de la réplication virale (Chevalier et al., 2013; Escoté et al., 2011; Hunt et al., 2014). Cependant, le meilleur reflet de cette altération muqueuse, est probablement la mesure du passage trans-muqueux de produits microbiens, comme en atteste l’élévation des taux de lipo-polysaccharide bactérien (LPS). Brenchley et al, en 2006, ont ainsi montré que cette 
 61 
élévation du LPS était corrélée aux stades de la pathologie liée au VIH et dépendait au moins en partie de la réplication virale (Brenchley et al., 2006). En effet, le LPS était plus élevé chez les patients infectés chroniquement et non traités, que les patients contrôlant le virus sous traitement, voire spontanément (patients HIV controllers). Plus encore, ces taux de LPS sont responsables d’une activation monocytaire importante, eux-mêmes jouant un rôle central dans la génèse de l’inflammation chronique. En effet, le LPS est reconnu à la surface des monocytes par le TLR4 associé au récepteur CD14/MD2, déclenchant par son internalisation l’activation des monocytes. Depuis ces travaux, d’autres marqueurs dits de « translocation microbienne » (LBP, EndoCAb, ADN 16S bactérien), ont été analysés et leur apport est variable selon les études. En effet, il semble selon certains auteurs que le LPS et le LBP soient les meilleurs reflets de l’altération muqueuse, en lien avec l’activation monocytaire et le CD14 soluble (Abad-Fernández et al., 2013). Néanmoins, la quantification de la charge bactérienne par PCR en temps réel de l’ADN 16S ribosomal est selon d’autres études, bien corrélée au LPS (Kramski et al., 2011). D’une manière générale, le modèle proposé par Brenchley et al reste le plus adapté aux connaissances actuelles, et confère aux altérations précoces de la barrière muqueuse un rôle important dans la genèse de l‘activation immune et de la pathogénie du VIH.  Au-delà du rôle de la translocation bactérienne, un rôle direct du virus peut être évoqué. En effet, la captation des particules virales – infectieuses ou non - , notamment au niveau tissulaire, par les cellules du système immunitairefavorise la cascade de production des IFN type I et des cytokines pro-inflammatoires (Levy et al., 2011; Stacey et al., 2009). Dans ce contexte, la présentation des peptides viraux par les pDCs, l’infection des macrophages ou encore le fait que les FDCs soient capables de conserver à leur surface 
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des particules virales de manière prolongée, jouent des rôles importants dans le maintien de l’inflammation. Une faible charge virale résiduelle sous traitement est encore associée à la persistance d’une activation immune à bas bruit (Hatano et al., 2013a; Zheng et al., 2014). Certaines protéines du VIH, par elles-mêmes sont capables d’activer différents types cellulaires. Cela a été bien montré avec les protéines Tat et Vpr (Hoshino et al., 2010; Nicoli et al., 2013). Enfin,  l’activation immune et l’inflammation sont entretenues avec les infections associées, telles que le CMV, la tuberculose, les virus des hépatites B et C, l’exposition au tabac ou à l’alcool, etc… (Lee et al., 2014) Enfin, il est à noter que la baisse des LT CD4 elle-même peut être responsable de l’entretien de l’activation immunitaire. En effet, les mécanismes d’homéostasie se mettent en place en réponse à cette diminution des lymphocytes circulants, entraînant la production de cytokines visant à régénérer les cellules et les activer pour permettre leur renouvellement (IL2, IL7).  
De proche en proche, cette activation dérégulée conduit à l’épuisement 
lymphocytaire et à un cercle vicieux d’activation immune. 
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III. Modèles de contrôle de l’infection par le VIH Si au cours de l’infection par le VIH, les mécanismes précis permettant l’éradication du virus ne sont pas connus, plusieurs modèles animaux existent et offrent depuis leur découverte, des perspectives d’études des mécanismes de contrôle du VIH. Ainsi, les modèles simiens et humains de contrôle de l’infection par le VIH sont de mieux en mieux caractérisés et permettent d’élucider certaines voies physiopathologiques cruciales dans la pathogénie du virus.  
1. Modèles simiens Dès le début de l’épidémie, le modèle macaque de l’infection par le virus de l’immunodéficience simienne (SIVmac) a été le modèle de choix pour les études physiopathologiques en parallèles à l’étude du VIH. En effet, les SIV sont des lentivirus caractérisés depuis la fin des années 80s (Hirsch et al., 1989).  En milieu naturel, certains primates non-humains (PNH) sont chroniquement infectés par le SIV et ne développent pas de déficit immunitaire CD4 ni d’évolution vers un SIDA caractérisé. Les PNH africains de type Sooty mangabey (Sm), African green monkeys 
(agm), ainsi que les mandrills peuvent vivre avec de fortes charges virales SIV circulantes, et constituent des modèles d’infection non pathogène (Bosinger et al., 2012; Liovat et al., 2009). A l’inverse, les PNH d’Asie, tels les macaques Rhésus (Rm), ne sont pas infectés par SIV dans leur milieu naturel. Une infection exogène par des souches de laboratoire SIVmac, dérivées du virus infectant le singe Sm induit chez cette espèce une infection proche de celle observée par le VIH chez l’homme (Bosinger et al., 2012).  
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En particulier, une différence importante opposant ces deux types d’infection est l’absence d’activation immunitaire chronique observée chez les modèles d’hôtes non pathogènes (Bosinger et al., 2011; Rotger et al., 2011). Diverses hypothèses ont été soulevées pour expliquer les différences entre ces modèles : -existe-t’il des différences sur les interactions entre le système immunitaire et les souches virales infectant ces espèces ? -la réponse immune précoce, lors des premières étapes de l’infection, est elle mise en jeu de manière distincte ?  Plusieurs éléments sont maintenant connus, différenciant les modèles de primates non humains pathogènes et non pathogènes, et sont résumés dans le Tableau 2. 
Tableau 2. Présentation comparative des infections pathogènes et non pathogènes par le SIV. 










Charge virale         
ARN plasmatique Elevée Elevée Elevée Elevée 
Déplétion lymphocytaire T 
CD4         
Périphérique Oui Oui Oui Non/faible 
Muqueuse Oui Oui Oui Faible 
Activation lymphocytaire T         
Périphérique Forte Forte Forte Faible 
Ganglionnaire Forte Forte Faible Faible 
Muqueuse Forte Forte Forte Faible  Parmi les facteurs viraux potentiellement impliqués dans ces différences, il semble que l’activité de nef soit distincte entre les souches SIVsm et SIVmac. Ainsi, alors que nefSIVsmm induit une « protection » des hôtes non pathogènes par la régulation négative de l’expression du CD3 et la réduction de l’activation immune via le TcR, ceci est impossible pour nefSIVmac (Kirchhoff and Silvestri, 2008; Schindler et al., 2008). 
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Par ailleurs, le niveau de réplication virale est important dans les cellules CD4 de courte durée de vie chez les hôtes non-pathogènes. Néanmoins ces espèces ont établi des moyens de réduction de la pénétration intracellulaire du virus. Notamment, l’expression du CD4 et du co-récepteur d’entrée CCR5 est diminué sur les cellules cibles (Beaumier et al., 2009; Paiardini et al., 2011; Pandrea et al., 2007). Enfin, les modalités de présentation antigénique aux LT CD8 sont importantes, notamment chez les macaques porteurs de l’allèle Mamu-B*08. Cet allèle permet de restreindre les épitopes présentés de manière similaire à la restriction par l’allèle HLA-B27 chez l’Homme. Le fait d’être Mamu-B*08+ est associé à un phénotype de contrôle de l’infection par le SIV, suggérant un rôle important des LT CD8 dans le contrôle antiviral (Loffredo et al., 2009). 
Néanmoins, la compréhension des mécanismes de pathogénicité du SIV chez les 
primates renvoie à la mise en jeu des mécanismes précoces de défense immunitaire.  Lors de l’infection par le SIV, plusieurs équipes ont décrit les modalités de mise en jeu du système immunitaire inné, en utilisant des méthodes d’analyses d’expression génique par microarrays. En 2009, 4 articles provenant de 3 équipes distinctes (Bosinger et al., 2009; Favre et al., 2009; Jacquelin et al., 2009; Lederer et al., 2009) ont été publiés, révélant les résultats d’études d’hôtes non pathogènes SM (Bosinger et al., 2009) ou AGM (Favre et al., 2009; Jacquelin et al., 2009; Lederer et al., 2009) comparés à des singes infectés par le SIV et malades.  Les principaux résultats ont montré que : - l’infection par les souches SIV induisait une forte réponse anti-virale précoce, jusqu’au 60ème jour post-infection 
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- en particulier, des gènes induisant l’expression de facteurs de restriction, des chimiokines/cytokines, ou des gènes induits par l’interféron étaient surexprimés - une des différences essentielles entre les réponses des hôtes pathogènes et non pathogènes était la durée de cette expression de gènes impliqués dans les réponses antivirales ou l’activation immunitaire, grandement raccourcie chez les hôtes non pathogènes, tant au sein des cellules mononuclées sanguines (Lederer et al., 2009) qu’au sein des cellules CD4 du sang comme des tissus lymphatiques (Jacquelin et al., 2009) (Figure 14). 
 
Figure 14. Présentation des analyses de transcriptome effectuées sur les LT CD4 
périphériques des singes AGM (panel de gauche) comparativement aux singes RM (panel 
de droite). Chez les AGM (non pathogènes), l’activation des voies associées à la production 
d’ISGs est rapidement circonscrite, comparativement aux hôtes pathogènes chez lesquelles 
cette activation persiste dans le temps. D’après (Jacquelin et al., 2009).  
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En particulier, un rôle de la voie des interférons et de la production d’ISGs lors de la réponse précoce a été soulevé. Les SM et AGM ont une réponse ISG aussi forte en intensité que les RM, mais celle ci s’arrête plus précocément. Cela permet d’émettre l’hypothèse d’un lien entre ce constat et le profil d’activation distinct en phase chronique. Un rôle de la réponse IFN est possible dans l’établissement initial de l’activation immune (expliquant le maintien de l’expression du marqueur d’activation HLA-DR à la surface des LT CD4 et CD8, de même que le recrutement de lymphocytes PD1+, chez les hôtes non pathogènes, entre J3-30 p.i.). Cependant, l’arrêt contrôlé de cette activation interféron est probablement en cause dans la diminution en phase chronique des paramètres d’activation et d’inflammation des hôtes non pathogènes.  Parmi les mécanismes plus récemment étudiés, le rôle de facteurs de restriction semble également important. En effet, outre le blocage de l’entrée du virus (diminution des cor-récepteurs CD4 et CCR5), les hôtes non-pathogènes ont établi des mécanismes intracellulaires permettant de réduire la réplication virale (Bosinger et al., 2009; Jacquelin et al., 2009).  
En résumé, l’étude des modèles primates non-humains d’infection par le SIV a 
permis, par la caractérisation des réponses immunes des hôtes pathogènes et non-
pathogènes, d’établir un rôle potentiel de la voie de l’interféron et de l’impact de sa 
régulation dans le contrôle de l’activation immune chez les sujets infectés 
chroniquement.   
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2. Modèles humains Rapidement après le début de la pandémie VIH, certains patients pour lesquels le profil de progression était moindre ont été caractérisés. Ces patients, définis essentiellement sur une base immunologique (maintien d’un taux élevé de LT CD4 dans le temps, sans traitement, indépendamment de leur charge virale), ont été colligés dans différentes cohortes sous des noms variables (long term non progressors (LTNPs), asymptomatiques à long terme (ALT), etc…) (Cao et al., 1995; Grabar et al., 2009; Strathdee et al., 1996). Plusieurs caractéristiques de ces groupes de patients ont été identifiées afin d’expliquer ce profil de moindre progression. Ainsi, il est apparu qu’une partie de ces patients étaient infectés par un virus muté pour nef. Pour d’autres patients, une combinaison de polymorphismes de résistance (notamment Δ32 pour CCR5) ou une génétique favorable (surreprésentation des allèles HLA B57/B27 dans cette population) a été mise en évidence (Grabar et al., 2009; Learmont et al., 1999; Magierowska et al., 1999; Navis et al., 2007, 2008). Un rôle de la réponse immunitaire est également considéré, comme en atteste les taux élevés d’anticorps neutralisants (Braibant et al., 2006; Carotenuto et al., 1998; Zhang et al., 1997) ou la polyfonctionnalité des réponses T CD4 et CD8 (Alatrakchi et al., 2002; Boaz et al., 2002; Van Braeckel et al., 2013; Buckheit et al., 2013; Dyer et al., 2008; Jansen et al., 2006; Jiao et al., 2006; Propato et al., 2001). Néanmoins, si le groupe des patients asymptomatiques à long terme représente un grand intérêt dans la compréhension des mécanismes immunologiques ce groupe est hétérogène et chez la majorité d’entre eux, la charge virale augmente et le taux de T CD4 diminue, une évolution vers le stade SIDA pouvant être observée (Grabar et al., 2009; Lefrère et al., 1997; Okulicz et al., 2009). 
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Dans ce contexte, la description depuis 10 ans d’un autre groupe de patients définis sur une base virologique (charge virale contrôlée sans traitement, indépendamment du taux de LT CD4) a permis de multiples avancées. Ces patients rares sont décrits simultanément aux USA et en France, sous le nom de « elite controllers », « elite suppressors », « elite non progressors » ou « HIV controllers », et représentent 0.5 à 1% des patients infectés (Deeks and Walker, 2007; Lambotte et al., 2005). De multiples définitions existent dans la littérature, rendant parfois difficile l’analyse des études au vu de l’hétérogénéité des groupes décrits (Gurdasani et al., 2014; Olson et al., 2014)(Figure 
15). 
  
Figure 15. Multiplicité des définitions utilisées pour caractériser les phénotypes extrêmes 
de patients infectés par le VIH. D’après (Gurdasani et al., 2014).  
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nef, LTR et vif, sans retentissement sur les fonctions virales (Lamine et al., 2007; Miura et al., 2008). En outre, l’absence d’anomalie réplicative est confirmée par l’existence d’une réplication virale détectable selon des méthodes de quantification ultra-sensible (Hatano et al., 2009) et par la réplication des virus dans un modèle de souris humanisée (Salgado et al., 2014). Certains auteurs ont également mis en évidence une capacité d’évolution du génome viral, allant dans le sens d’une réplication résiduelle subissant la pression des réponses immunitaires T CD8 (Bailey et al., 2007; O’Connell et al., 2010). Les réponses immunitaires spécifiques anti-VIH, ainsi que les facteurs de restriction, limitent donc la réplication virale et contribuent à une taille de réservoirs plus basse. En effet, la quantification de l’ADN viral cellulaire est la plus faible chez les patients HIV controllers, comparativement à d’autres groupes de patients infectés (Lewin and Rouzioux, 2011).  
Il ne semble pas exister d’argument pour des souches virales défectives qui 
expliqueraient le contrôle spontané de l’infection chez les patients HIV controllers. 
 
2.2. Susceptibilité de l’hôte et immunité naturelle antivirale La présence des allèles HLA B57 et B27, portant le motif Bw14, ainsi que l’absence de B35, est associée au phénotype HIV controller (Emu et al., 2005; Migueles et al., 2000; Navis et al., 2008), avec une surreprésentation de ces allèles (retrouvés chez 45 à 86% selon les cohortes considérées (Boufassa et al., 2011; Madec et al., 2013; Olson et al., 2014). Cette association a été retrouvée par des études génomiques visant à étudier les polymorphismes nucléotidiques associés à un meilleur contrôle de la charge virale (Dalmasso et al., 2008; Fellay et al., 2007). Deux régions d’intérêt ont été mises en évidence : l’une proche de HLA B57*01, l’autre à proximité de HLA-C. 
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Cette association entre le CMH de classe I et le contrôle antiviral suggère un fort rôle de l’immunité antivirale CD8. Par ailleurs, le rôle de ces molécules pourrait être en lien avec l’activation de cellules de l’immunité innée, telles les cellules NK, conduisant à la destruction de la cellule infectée. En effet, une association protectrice a pu être montrée entre certains allèles du gène KIR3DL1 et certaines molécules du groupe HLA-Bw4 contenant une Isoleucine en position 80 – dont HLA-B57 et B27. L’engagement d’autres récepteurs activateurs, tels KIR3DS1, ou la perte du signal inhibiteur médiée par KIR3DL1 pourrait entraîner dans ces conditions une activation efficace des cellules NK (Martin et al., 2007).  Par ailleurs, il a été montré que certains HICs contrôlaient la réplication virale in vitro en l’absence d’une activation immunitaire (notamment CD8) importante (Sáez-Cirión et al., 2009). Chez ces patients, l’implication de mécanismes de l’immunité naturelle antivirale, comme les facteurs de restriction des infections rétrovirales peut être évoqué. Dans ce contexte, plusieurs équipes ont analysé le rôle de la protéine p21 dans le blocage de la réplication virale des HICs. Ainsi, l’équipe de M. Lichterfeld a montré que les LT CD4 des HICs pouvait être moins susceptibles à l’infection par le VIH par un mécanisme impliquant une uprégulation de p21, via une inhibition de CDK9, un coactivateur de la transcription des gènes viraux (Chen et al., 2011). De même, nos collaborateurs dans l’équipe d’Asier Sáez-Cirión ont montré le rôle de p21 dans les mécanismes de restriction du virus des macrophages et des LT CD4 des HICs. Ce blocage implique un mécanisme de saturation, puisqu’un plus grand inoculum viral in vitro est capable de rétablir l’infection des cellules (Sáez-Cirión et al., 2011). En outre, le rôle d’autres molécules, dont une partie est sous la dépendance de la production d’IFN de type I, comme TRIM5α, SAMHD1 ou SCHLAFEN11, doit être précisé chez les HICs (Abdel-
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Mohsen et al., 2013; Granier et al., 2013; Riveira-Muñoz et al., 2014; Sáez-Cirión et al., 2011).  
Néanmoins, ces associations avec la génétique ou l’immunité naturelle n’expliquent 
pas le contrôle anti-viral chez tous les patients, confirmant que d’autres facteurs 
sont intriqués pour expliquer ce phénotype. 
 
2.3. Rôle de l’immunité cellulaire T CD8. La surreprésentation des haplotypes HLA de classe I est un argument en faveur d’une réponse T CD8 optimisée par une meilleure présentation épitopique et une meilleure interaction CMH-peptide avec le TCR des lymphocytes T CD8 spécifiques du VIH (Buckheit et al., 2013; Hua et al., 2014; Lécuroux et al., 2014; Migueles et al., 2003; Sáez-Cirión et al., 2007). Les LT CD8 des patients controllers jouent un rôle essentiel dans le blocage de la réplication virale, puisque cette réplication redevient détectable dans des fractions de PBMCsdéplétées en lymphocytes T CD8. Il a également été montré que les lymphocytes T CD8 éliminent les LT CD4 infectés par une cytotoxicité nécessitant un contact cellulaire (Sáez-Cirión et al., 2007, 2009). Cette capacité de blocage de la réplication virale est corrélée au nombre de lymphocytes T CD8 spécifiques du VIH quantifiés en ELISPOT IFN (Sáez-Cirión et al., 2009). Notamment, les réponses lymphocytaires T CD8 spécifiques anti-gag semblent les plus importantes chez les patients controllers car ce sont celles qui sont corrélées au contrôle de la réplication virale (Sáez-Cirión et al., 2009). Cette réponse spécifique anti-VIH forte et ce contrôle antiviral propre aux HICs contraste avec la réponse faible observée chez les patients sous traitement ARV efficace (Lécuroux et al., 2013). Cette capacité suppressive conservée pourrait être en lien avec 
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la persistance d’une réplication virale résiduelle très faible (Hatano et al., 2009, 2013a; Hua et al., 2014).  Au plan qualitatif, les lymphocytes T CD8 spécifiques du VIH sont polyfonctionnels, conservant leurs capacités de production de cytokines (IFN, IL2), de prolifération, de dégranulation et de cytotoxicité (Betts et al., 2006; Migueles et al., 2008; Sáez-Cirión et al., 2007). Ainsi, il existe une corrélation entre la réponse spécifique anti-gag et la capacité à bloquer la réplication virale. Cette capacité d’élimination rapide des cellules infectées est associée au maintien d’un phénotype effecteur chez les patients controllers. En outre, cette réponse T CD8 spécifique anti-gag est prépondérante chez les HICs, et est présente tant en périphérie qu’au niveau tissulaire (Shacklett and Ferre, 2011). Chez un certain nombre de patients - controllers comme progresseurs - la réponse CTL peut être détectée dans les tissus, de manière aumoins comparable voire supérieure à celle détectée dans le sang. La qualité de cette réponse CTL est meilleure chez les HICs que les patients progresseurs.  L’état d’activation des lymphocytes T CD8 est particulier par une expression différentielle des molécules DR et CD38 conduisant au phénotype HLA-DRhigh/CD38low. L’expression faible de CD38 peut traduire une plus faible activation que chez les patients virémiques, explicable par une moindre exposition antigénique liée à la faible charge virale chez les controllers. La discordance avec l’expression forte de HLA-DR témoignerait des fortes capacités de prolifération de ces lymphocytes (Hua et al., 2014; Sáez-Cirión et al., 2007). Enfin, d’autres analyses phénotypiques ont montré que les lymphocytes T CD8 spécifiques des patients controllers n’exprimaient pas CD57 (Lécuroux et al., 2009a), et 
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que l’expression de PD-1 était réduite (Zhang et al., 2007) chez ces patients, expliquant en partie les capacités accrues de survie de ces cellules spécifiques. 
Les lymphocytes T CD8 des patients HIV controllers sont polyfonctionnels et activés, 
en particulier concernant la réponse T CD8 spécifique anti-gag. 
 
2.4. Rôle de l’immunité cellulaire T CD4. Au sein des patients HIV controllers, le nombre de LT CD4 mémoires centraux persiste, et leur fonctionnalité évaluée par leurs capacités de production d’IL2 et de prolifération à la stimulation antigénique est préservée (Harari et al., 2005; Potter et al., 2007). S Potter et al. montrent par ailleurs le maintien d’un pool de LT CD4 mémoires effecteurs polyfonctionnels et le maintien d’une réponse T CD4 spécifique anti-HIV chez les controllers (Potter et al., 2007). L’importance de cette réponse spécifique anti-VIH polyfonctionnelle est soulignée par le groupe de S Deeks (Emu et al., 2008), pour lequel le nombre de LT CD4 spécifiques de la protéine gag polyfonctionnels IL-2+ IFN+ serait l’un des meilleurs marqueurs associé au contrôle de la charge virale. La production par les LT CD4 spécifiques anti-gag de IL2, TNF et INF est préservée chez les controllers et ce pourcentage de cellules « triples productrices » semble inversement corrélé au taux de charge virale (Kannanganat et al., 2007). Par ailleurs, on retrouve chez les HICs la présence de clones T CD4 spécifiques de certains épitopes de gag dotés d’une grande avidité (Vingert et al., 2010, 2012).  La régulation des phénotypes de différenciation Treg/Th17 dans l’homéostasie immunitaire semble également importante. En effet, il a été montré que les controllers avaient des ratio Th17/T régulateurs maintenus, par opposition aux patients progresseurs chez lesquels les lymphocytes Th17 sont diminués (Favre et al., 2009; 
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soient dirigés contre le virus autologue comme contre des souches hétérologues, étaient plus faibles chez les contrôleurs que chez des patients virémiques, suggérant que l’absence d’exposition antigénique chez les controllers diminuait la synthèse d’anticorps. Ainsi, il existe une hétérogénéité importante dans les titres d’AcN selon les patients (Lambotte et al., 2009; Pereyra et al., 2008) que l’on regarde les AcN « classiques » qui inhibent la réplication virale par le fragment Fab ou ceux qui inhibent le virus par le biais du fragment Fc. En outre, la spécificité et le taux des AcN ne sont pas corrélés à l’intensité de la réponse T CD8 spécifique(Lambotte et al., 2009). Néanmoins, la réponse cellulaire cytotoxique médiée par les anticorps (ADCC) et l’inhibition virale dépendante des anticorps semble importante chez les patients HIV controllers (Ackerman et al., 2013; Lambotte et al., 2013).  
La réponse humorale chez les patients controllers semble importante en terme 
d’ADCC. Néanmoins, le rôle précis des anticorps neutralisants reste à caractériser. 
 
2.6. Devenir des patients HIV controllers et risque de progression Comme nous l’avons décrit, les patients HIV controllers sont hétérogènes dans les caractéristiques de leur système immunitaire et les mécanismes de leur contrôle antiviral. De même, l’évolution à long terme de ces patients est une question importante, dépendant entre autres de la définition utilisée à la base (Gurdasani et al., 2014; Olson et al., 2014). Dans l’étude américaine d’Okulicz (Okulicz et al., 2009), il semble ainsi que les patients « elite controllers » conservent en effet des taux de LT CD4 élevés et ne progressent pas  vers le SIDA à la différence des « viremic controllers » chez qui 23% finissent par être traités par anti-rétroviraux avec une baisse des taux de LT CD4. Les patients HIV controllers inclus dans la cohorte Française présentent ainsi pour la 
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plupart une baisse lente et progressive des LT CD4 (Boufassa et al., 2011). De même, dans l’étude de P.Hunt et al, 10% (3/30) des patients HIV controllers sont à risque de progression vers un stade SIDA et de traitement. Ces données ont été confortées récemment par celles de la cohorte Internationale CASCADE (Madec et al., 2013), retrouvant un taux de maintien de 75% à 20 ans post-séroconversion chez 140 controllers. Les causes de ce risque de progression sont pour le moment peu décrites. Dans la cohorte Française comme dans CASCADE, la survenue de blips de réplication virale était associée d’une part, au risque de baisse des LT CD4, d’autre part, au risque de perte de contrôle virologique. La persistance du virus, même à de très faibles taux, induit probablement une stimulation antigénique suffisante pour le maintien d’une activation immunitaire dont les conséquences à long terme chez les controllers sont peu connues. 
 
3. Données d’activation immune et d’inflammation dans les modèles de 
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étude cependant, les taux de CRP ultra-sensible et d’IL6 ne différaient pas entre les HICs et les patients sous ARV.La cohorte canadienne a évalué le profil de production cyto/chimiokinique des patients HIV controllers, retrouvant des taux plus bas de MCP1, IP10 ou TGFβ que les patients virémiques. Par ailleurs, ces patients présentaient des niveaux réduits d’activation lymphocytaires T CD8, en lien avec un nombre préservé de LT régulateurs (Card et al., 2012). Dans ces études néanmoins, les auteurs n’analysaient pas le lien avec la charge virale ARN ni le taux d’ADN viral cellulaire.  Plus récemment enfin, l’équipe d’I.Sereti a évalué, sur un nombre conséquent (n=68) de patients elite controllers, les paramètres d’inflammation, d’activation de la voie des Interférons de type I et du compartiment monocytaire (Krishnan et al., 2014). Cette étude, menée en même temps que nos travaux, a permis de montrer qu’en dépit de leur charge virale indétectable, les patients elite controllers présentaient une activation monocytaire anormale, attestée par l’expression du marqueur de surface CD16 et leur capacité accrue de réponse à la stimulation par le LPS et à produire des cytokines pro-inflammatoires.  
Ainsi, plusieurs éléments convergent en montrant que les patients HIV controllers, 
en dépit du contrôle antiviral médié en partie par une réponse immunitaire forte, 
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obtenues avec les paramètres immuno-virologiques (LT CD4 circulants, CV en ARN et taux d’ADN VIH cellulaire) et l’activation lymphocytaire T CD4 et CD8.  
Les principaux résultats ont été les suivants : (i) les HICs, qu’ils soient elite ou non, avaient des taux d’IP10 et de TNFα plus élevés que les témoins sains. Par ailleurs, les patients HICs avec des antécédents de blips avaient des taux de CD14 solubles plus élevés que les témoins sains. Les taux de TNFα  et de CD14s étaient similaires à ceux des patients virémiques ou contrôlés sous ARV. Les taux d’IL6 et d’IL10 étaient inférieurs à ceux des virémiques et des patients sous ARV, et aucune différence n’était observée pour les taux de CRP ultra-sensible ou CD163 soluble entre les différents groupes de patients infectés. (ii) IP10 était le seul biomarqueur dont les taux étaient différents à la fois des témoins sains et des patients virémiques, et ses taux chez les HICs étaient stables dans le temps (à 1 et 2 ans après inclusion) (iii) les biomarqueurs d’inflammation n’étaient pas corrélés à la charge virale ultra-sensible chez les HICs, mais plusieurs d’entre eux étaient associés aux paramètres d’activation des LT CD4 et CD8 (IP10, IL6, CD163s) (iv) chez les HICs, les taux d’IP10 à l’inclusion étaient négativement corrélés aux taux de LT CD4 à l’inclusion, mais également à 1 et 2 ans post-inclusion 
Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
Elevated IP10 levels are associated with immune
activation and low CD4R T-cell counts in HIV
controller patients
Nicolas Noela,b, Faroudy Boufassac, Camille Le´curouxa,
Asier Saez-Ciriond, Christine Bourgeoisa, Catherine Dunyach-Remye,f,
Ce´cile Goujardb,c,g, Christine Rouziouxh, Laurence Meyerc,
Gianfranco Pancinod, Alain Veneta, Olivier Lambottea,b,g,
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Background: Although HIV controllers (HICs) achieve long-term control of viremia in
the absence of antiretroviral therapy (ART), they display marked immune activation.
The levels of inflammatory biomarkers in HICs and the biomarkers’ relationships with
immunologic and virologic status have yet to be fully characterized.
Design: A cohort study.
Methods: Plasma levels of seven biomarkers [tumor necrosis factor (TNF)a, interleukin
(IL)6, IL10, interferon gamma-induced protein 10 (IP10), monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP1), soluble CD14 (sCD14), soluble CD163 (sCD163)] were compared in
70 HICs, 33 HIV-1-infected, treatment-naive noncontrollers (viremic patients), 30 ART-
treated patients and 40 healthy donors. In HICs, we investigated the interplay between
biomarkers, cell activation and the CD4þ T-cell count.
Results: HICs had higher levels of IP10, TNFa and sCD14 than healthy donors did
(P<0.01 for each). Also, TNFa and sCD14 levels of the HICs were similar to those
measured in viremic and ART-treated patients. However, the levels of IL6 and IL10were
significantly lower in HICs than in viremic or ART-treated patients. In HICs, only IP10
levels differed significantly from those in both healthy donors and viremic patients, and
were positively correlated with the expression of CD8þ and CD4þ T-cell activation
markers. The IP10 levels of HICs were still elevated 12 and 24 months after the initial
assay. Lastly, IP10 levels at enrollment were negatively correlated with the CD4þ T-cell
count at enrollment and 12 months later.
Conclusion: HICs display a number of inflammatory features associated with persistent
T-cell immune activation. ! 2014 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins
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Introduction
HIV controllers (HICs) are rare, HIV-1-infected patients
who display long-term spontaneous control of viremia
[1–3]. The mechanisms of viral control are incompletely
understood. Most HICs are infected with replication-
competent viruses [4]. The patient’s genetic background
probably influences the control of the virus, since the
human leucocyte antigen (HLA)-B57 and B27 alleles are
over-represented in HICs [2,5]. Controllers exhibit strong
antiviral immune responses, which are mediated by
polyfunctional CD8þ T cells [6–9]. However, HIV-
specificCD8þ andCD4þT-cell responses are not detected
in all HICs [3,10,11]. SomeHICs exhibit a decline in their
CD4þ T-cell count or loss of the ability to control HIV,
which may be subtended by excessive immune activation
[12–14]. Indeed, HICs have higher proportions of
activated HLA-DRþ/CD38þ CD8þ T cells than healthy
donors or patients on antiretroviral therapy (ART) do [14].
This could be related to the persistence of extremely low
levels of HIV replication that can be detected using
ultrasensitive techniques [15], excessive microbial trans-
location [16] or other as-yet unknown mechanisms.
Immune activation and the associated systemic inflam-
mation are hallmarks of the HIV disease process [17].
Given that detailed flow cytometry analyses of HIV-
infected patients are not performed on a routine basis,
researchers have sought to define blood biomarker levels
that define an individual’s activation profile. Abnormally
high levels of inflammatory and coagulation biomarkers
[such as high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP),
interleukin (IL)6 and D-dimers] are associated with
immunological failure, clinical morbidity and AIDS and
non-AIDS-related mortality [18,19]. Levels of interferon
gamma-induced protein 10 (IP10), soluble CD14
(sCD14), tumor necrosis factor (TNF)a, IL10 and
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1) have been
variously linked to a low CD4þ T-cell count [20–23],
viral replication [23–25], atherosclerosis [26], cognitive
impairment [27] and mortality [28].
The few studies to have focused on the role of circulating
cytokines and chemokines in HICs have yielded
contrasting results. Hsue et al. [29] found higher levels
of hsCRP in 33 HICs than in healthy donors, and Pereyra
et al. [30] found high sCD163, sCD14 and IP10 levels in
10 elite controller patients. Both studies reported an
increased risk of atherosclerosis in HICs. However, a
recent study found that IP10 andMCP1 levels in 18 HICs
were similar to those seen in 13 healthy donors [31].
Here, we assayed plasma biomarkers in 70 patients from
the Agence Nationale de Recherche sur le SIDA et les
he´patites virales (ANRS) HIC cohort and for whom at
least two consecutive samples (at enrollment and 1 year
later) were available. This constitutes the largest group of
HICs in whom soluble biomarkers have been quantified
to date. The HICs were compared with treatment-naive
viremic noncontrollers, aviremic ART-treated patients
and healthy donors. We particularly studied changes over
time in the cytokine and chemokine levels of the HICs
and the latter’s relationships with CD4þ T-cell counts.
Methods
Patients and study design
The study population comprised of 70 HICs from the
ANRSCO21COhorteDes EXtreˆmes (CODEX) cohort.
These ART-naive patients had been diagnosed at least
5 years previously and had displayed viral loads below
400 copies/ml in the last five consecutive measurements.
Individuals whose viral loads had never exceeded 50RNA
copies/mlwere referred to as elite controllers (n¼ 22) [12].
All patients gave their informed consent to participation in
the study. The study protocolwas approved by the regional
investigational review board (Comite´ de Protection des
Personnes Ile-de-France VII, Paris, France; approval
reference: 05–22) and performed in compliance with
the tenets of the Declaration of Helsinki. Patients are
followed every 12months with plasma samples collected at
each study visit and stored at #808C.
The control groups consisted of 33 viremic (viral load
>10 000 copies/ml), treatment-naive patients (viremic
patients); 30 ART-treated patients with no detectable viral
load (<40 copies/ml) for at least 2 years (ART-treated
patients); and 40 healthy donors for whom blood samples
were available for research purposes (stored at the
Etablissement Franc¸ais du Sang, Paris, France).
The data collected from the 70HICs at enrollment (day 0)
were then comparedwith the samples obtained 12months
later. In 40 HICs, a sample obtained at 24 months was
also available.
Data collection
Cytokine and chemokine measurements
The eight assayed soluble proteins were chosen for their
inflammatory properties (TNFa, IL6, hsCRP, IP10), anti-
inflammatory properties (IL10) or relationship with
monocyte activation (MCP1, sCD14, sCD163) during
HIV infection [14–25].
Levels of TNFa, IL6, IP10, MCP1 and IL10 were
measured in a FlowCytomix bead-based multiplex
immunoassay (eBioscience Inc., San Diego, California,
USA), according to the manufacturer’s instructions.
Given that the IL6 level in over half the samples was
below the assay’s limit of detection, this interleukin was
assayed with a specific ELISA (Human IL6 Platinum
ELISA; eBioscience). We also used ELISAs to measure
levels of hsCRP (CRP Gen.3 kit; Roche Diagnostics,
Indianapolis, Indiana, USA), soluble CD14 and soluble
CD163 (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA).
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Flow cytometry analysis
Surface expression of T-lymphocyte activation markers
(HLA-DR and CD38þ) was analyzed by flow cytometry
of the HIC whole blood samples, as described elsewhere
[10].
Human leukocyte antigen typing and the HIV-specific
CD8R T-cell response
Human leukocyte antigen typing was based on the
complement-dependent microlymphocytotoxic tech-
nique (InGen Biosciences, France). Interferon-gamma
(IFN-g) ELISpot assays were used to measure specific
responses to peptides corresponding to optimal HIV-
cytotoxic T lymphocytes epitopes (National Institutes
of Health HIV Molecular Immunology Database:
http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/tables/
optimal_ctl_summary.html) according to the patients’
HLA type. Optimal peptides were used at 2mg/ml in
pools according to theHLA allele and to theHIV protein
andwere tested in duplicate. Datawere expressed as spot-
forming cells (SFCs) per 106 peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs). Results were considered positive
if more than 50 SFCs/106 PBMCs after subtraction of the
mean background were obtained with cells alone.
Statistical analyses
Data are expressed as the median (1st–3rd quartile) for
continuous variables, and n (%) for categorical variables.
Given their distribution, the cytokine/chemokine levels
in the different groups were compared across the groups
by using a nonparametric Kruskal–Wallis test. In order to
take into account the risk of false discovery due to
multiple comparisons, Dunn’s test correction was used for
the comparisons between the different groups. A chi-
square test was used to compare categorical data. In HICs,
changes over time in cytokine levels [from M0 to month
12 (M12) and month 24 (M24)] were analyzed in a
Wilcoxon rank-sum test for matched pairs. Spearman’s
coefficient was used for correlation analyses after
log10-normalization of non-normally distributed datasets.
The threshold for statistical significance was set to P less
than 0.05 for all analyses. Data were stored and analyzed
using PRISM software (version 5; GraphPad Software, La
Jolla, California, USA).
Results
Characteristics of the study population
The characteristics of the four study groups are
summarized in Table 1. The 70 HICs were monitored
over a median (1st–3rd quartile) period of 12 (8–15)
years after HIV diagnosis. The 22 HICs (32.4%) classified
as elite controllers were monitored over a median
[interquartile range (IQR)] period of 11 (7.5–15) years
after HIV diagnosis. The elite controllers differed
significantly from the other HICs in terms of ultra-
sensitive HIV RNAviral load at enrollment [4 (4–12) vs.
76 (25–285) copies/ml, respectively; P< 0.0001], but
not for cellular HIV DNA copy number [24 (11.8–50.3)
vs. 33.5 (19.0–128.5) copies/106 PBMCs, respectively;
P¼ 0.17]. The elite controllers had a less profound CD4þ
T-cell nadir (lowest CD4þT-cell count reported) than the
nonelite controllers did [median (IQR) counts: 462.5
(427.3–672.8) vs. 384.5 (299–504.3), respectively;
P¼ 0.02], in accordance with previous studies [12].
The HLA B57 allele was present in 34.4% of the HIC
population as a whole (with 41 vs. 31% in elite and
nonelite controllers, respectively; P¼ 0.43).
Biomarker levels in HIV controllers
We first compared elite controllers and nonelite HICs
with healthy donors. Elite controllers had higher levels of
IP10 and TNFa (P< 0.01 for both) than healthy donors,
and nonelite HICs had higher levels of IP10 (P< 0.001),
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Age (years) 45.5 (38.5–51.3) 49.7 (45.1–55.3)M,MM 42.8 (34.3–46.9) 37.5 (32–48.8)
Male (n, %) 35 (50) 19 (63.3) 21 (63.6) 21 (52.5)
HCVþ (n, %) 5 (7.1) 2 (6.7) 2 (6.1) 0 (0)
Lowest CD4þ T-cell count since HIV
diagnosis (nadir) (cells/ml)a
426.5 (328–565.8) 152 (62.5–241) 286 (156.5–413) –
CD4þ T-cell count at enrollment (cells/ml) 649 (467–914) 620.5 (445.5–775.5) 324 (156.5–486.5) 1120 (757–1439)
% CD4þ at enrollment 35 (28–42) 29 (24–36.5) 15.5 (8.5–24.3) –
Plasma HIV RNA VL at enrollment
(copies/ml)
<40 (<40–139) <40 (<40–<40) 53703 (30496–
474650)
–
Ultrasensitive HIV RNA VL (copies/ml) at
enrollment
31.5 (5–176.3) – – –
Cellular HIV DNA VL (copies/106 PBMCs)
at enrollment
32 (18.3–91) – – –
ART, antiretroviral therapy; HCV, hepatitis C virus; HDs, healthy donors; HICs, HIV controllers; VL, viral load. Results are expressed as the median
[IQR] or n (%), as applicable.
aThe lowest CD4þ cell count in the absence of ART.
M,MMP<0.01 for ART vs. HDs and ART vs. viremic noncontrollers. No difference between HICs and the other groups.
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TNFa (P< 0.001) and sCD14 (P< 0.01) than healthy
donors (Fig. 1).
Next, we compared elite controllers and nonelite HICs
with viremic patients. Levels of IP10, IL6 and the anti-
inflammatory cytokine IL10were lower in both controller
groups than inviremic patients. Furthermore,MCP1 levels
were lower in elite controllers than in viremic patients.
Neither group of HICs differed significantly from viremic
patients in terms of sCD163 levels (Fig. 1). Given that the


















































































































































































































































































































































































Fig. 1. Cytokine and chemokine levels in HDs, elite controllers (ECs), nonelite controllers (nonelite HICs), ART-treated patients
and treatment-naive, viremic, noncontroller patients. IP10, MCP1, TNFa and IL10 were detected using a multiplex bead assay
(FlowCytoMix!). IL6, sCD14, sCD163 and hsCRP were detected using ELISAs (see the Methods section). Intergroup comparisons
were performed using a Kruskal–Wallis test, followed by Dunn’s post-test to take into account multiple comparisons. ART,
antiretroviral therapy; HDs, healthy donors; HICs, HIV controllers; IL6, interleukin 6; TNFa, tumor necrosis factor alpha.
(!) P<0.05, (!!) P<0.01, (!!!) P<0.001.
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five study groups did not differ significantly (according to a
Kruskal–Wallis test) in terms of hsCRP levels (low in all
groups), this parameter was not analyzed further.
Interestingly, the levels of TNFa and sCD14 were similar
in elite controllers, nonelite HICs and viremic patients (i.e.
despite marked differences in the respective viral loads).
Finally, we focused our attention on similarities and
disparities between elite controllers and ART-treated
patients, as both groups do not experience detectable viral
loads on long-term periods. Interestingly, elite controllers
had similar levels of the vast majority of the biomarkers
tested (IP10, MCP1, TNFa, sCD14, and sCD163) than
ART-treated patients. Only IL6 and IL10 levels were
lower in elite controllers than in ART-treated patients.
Similar results were observed when comparing nonelite
HICs with ART-treated patients, and there were no
differences between elite controllers and nonelite
controllers in terms of any of the cytokines.
In summary, these observations attest to the presence of
inflammation in HICs, in the absence of marked viremia.
Relative to healthy volunteers, IP10 and TNFa levels
remained abnormally high in elite controllers (despite the
absence of detectable viremic episodes in the latter).
Analysis of determinants of inflammatory
biomarker levels in HIV controllers
No associations between biomarker levels on one hand
and age, sex or hepatitis C status on the other were
observed in any of the four study groups.
We then looked at whether prior immunologic damage
might be associated with ongoing inflammation in
HICs. The CD4þ T-cell nadir was significantly and
negatively correlated with levels of IP10 (r¼#0.439,
P¼ 0.0002), sCD14 (r¼#0.243, P¼ 0.049) and sCD163
(r¼#0.270, P¼ 0.027) (Fig. 2a).
Furthermore, the CD4þ T-cell count at enrollment was
negatively correlated with IP10 (r¼#0.387, P¼ 0.001)
and sCD163 (r¼#0.279, P¼ 0.019), but not with
sCD14 (Fig. 2b) or any of the other cytokines. Similar
correlations were seen for the CD4þ/CD8þ ratio at
enrollment (IP10: r¼#0.410, P¼ 0.0007; sCD163:
r¼#0.280, P¼ 0.024; sCD14: r¼#0.306, P¼ 0.014),
but not for the CD8þ T-cell count.
Given that the CD4þ T-cell count at enrollment
was negatively correlated with the ultrasensitive RNA
viral load (r¼#0.389, P¼ 0.002), we then looked
at whether the persistence of extremely low viral
replication levels might influence biomarker levels.
Interestingly, there were no associations between any of
the cytokine levels (including IP10) and the viral load
(whether measured as the ultrasensitive HIV RNA viral
load or the cellular HIV DNA copy number), neither in
HICs taken as a whole nor in elite controllers analyzed
separately.
In summary, we found that systemic inflammation
was associated with the CD4þ T-cell nadir and the
CD4þ T-cell count at enrollment, but not with the
ultrasensitive HIV RNA viral load.
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Fig. 2. Relationships between biomarkers and CD4R T-cell counts in HICs. (a) Relationships between IP10, sCD163 and sCD14
levels (log10 transformation) and the CD4
þ T-cell nadir (cells/ml) in HICs. (b) Relationships between IP10, sCD163 and sCD14 levels
(log10 transformation) and the CD4
þ T-cell count (cells/ml) at the same time point in HICs. HICs, HIV controllers.
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Relationships with T-cell immune activation
Our data suggest that a very low viral load did not entirely
account for cytokine/chemokine production. Therefore,
we sought to analyze the relationships between biomarker
levels and other immunologic parameters in HICs.
As shown in Fig. 3a and b, IP10, sCD163, IL6 and
MCP1 levels were positively correlated with the
proportion of HLA-DRþCD38þ activated CD8þ
and CD4þ T cells in the group of HICs. No
relationships between activated T-cell counts and the
levels of sCD14, TNFa and IL10 were observed. In
the subgroup of elite controllers, the proportion of
activated CD8þ T cells was correlated with levels
of IP10 (r¼ 0.453, P¼ 0.045), sCD163 (r¼ 0.640,
P¼ 0.002) and MCP1 (r¼ 0.457, P¼ 0.037) (data not
shown). There was a nonsignificant trend towards
a correlation with IL6 levels (r¼ 0.398, P¼ 0.082).
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Fig. 3. Relationships between biomarkers and T-cell immune activation in HICs. (a) Relationships between IP10, sCD163, IL6
and MCP1 (log10 transformation), and the proportion of HLA-DR
þCD38þ CD8þ T cells in HICs. (b) Relationships between IP10,
sCD163, IL6 andMCP1 (log10 transformation) and the proportion of HLA-DR
þCD38þCD4þ T cells in HICs. HICs, HIV controllers;
IL6, interleukin 6.
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However, in elite controllers, there was no association
with the proportion of HLA-DRþCD38þ CD4þ
T cells.
There was no correlation between biomarker levels on
one hand and the HIV-specific CD8þT-cell frequency or
the CD8þ cell ability to block viral replication on the
other [10].
Lastly, we observed a positive correlation between IP10
and MCP1 levels (Spearman’s r¼ 0.269, P¼ 0.02),
between IP10 and sCD163 levels (r¼ 0.307,
P¼ 0.0099) and between sCD14 and sCD163 levels
(r¼ 0.385, P¼ 0.001) (Supplemental Figure 1, http://
links.lww.com/QAD/A463); these correlations suggest
the existence of links between the interferon pathway
(IP10 and MCP1) and monocyte activation (sCD163 and
sCD14) in HICs.
In summary, we found that the CD4þ and CD8þ T-cell
activation levels were associated with systemic inflam-
mation.
Evidence of persistent inflammation in HIV
controllers
As described above, IP10 was the only biomarker
associated with the following features: the CD4þ T-cell
nadir, the CD4þ T-cell count at enrollment and
T-lymphocyte activation. We therefore assessed the
change over time in levels of this biomarker. The
absence of any significant changes in IP10 levels from day
0 to M12 and M24 attested to the persistence of stable,
chronic inflammation in HICs (Supplemental Figure 2,
http://links.lww.com/QAD/A463).
We next investigated the interplay between IP10 levels on
one hand and the dynamics of CD4þ T-cell counts at
M12 and M24 on the other. At enrollment, higher IP10
levels correlated with a lower CD4þ T-cell count at
M12 (r¼#0.41, P¼ 0.0009) and at M24 (r¼#0.38,
P¼ 0.019) (Fig. 4).
Our results show that despite low levels of viral
replication, IP10 levels remain abnormally high in HICs
over time and are negatively correlated with the CD4þ
T-cell count.
Discussion
In the present study, we analyzed levels of inflammatory
chemokines (IP10, MCP1) and cytokines (TNFa, IL6),
monocyte activation markers (sCD14, sCD163) and an
anti-inflammatory cytokine (IL10) in a large cohort of
HICs. The HICs had low-grade but detectable inflam-
mation, with significantly higher levels of IP10, sCD14
and TNFa than in healthy donors. For IP10 and TNFa,
we validated these data in elite controllers who had
controlled viral replication without any blips for a median
(IQR) duration of 11 (7.5–15) years. Levels of several
biomarkers (IP10, MCP1, IL6 and IL10) were lower in
both elite controllers and nonelite HICs, when compared
with viremic patients. Moreover, biomarker levels were
similar in the two groups of patients with undetectable
viral loads (i.e. elite controllers and ART-treated patients),
except that IL6 and IL10 levels were higher in ART-
treated patients than in elite controllers. On this basis, we
suggest that IP10 may have value as a surrogate marker of
immune activation.
IP10 was the most discriminant inflammatory chemokine
because its levels differed significantly when comparing
HICs with both viremic patients and healthy donors. This
observation raises questions about the factors that might
contribute to production of this chemokine. Viral
proteins such as gp120 [32] and Tat [33] might be
trapped by follicular dendritic cells or macrophages in the
lymph nodes, which would induce IP10 production by
these cell types [34]. Low levels of viral replication could
take place in lymphoid organs rather than in the
peripheral blood [35]. Release of IFNg and pro-
inflammatory factors such as TNFa [33] might also
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Fig. 4. Correlation between IP10 levels on day 0 and the
CD4R T-cell count (cells/ml) at M12 and M24 in HICs. HICs,
HIV controllers.
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constitute stimuli for IP10 production; indeed, levels of
TNFa were consistently elevated in the HICs studied
here. IFNa can also participate in IP10 production
[36,37]. In line with this hypothesis, we previously
reported that HICs have fully functional plasmacytoid
dendritic cells capable of producing large amounts of
IFNa [38]. In summary, IP10 levels in HICs might
depend (at least in part) on the history of viral control,
enhanced inflammation (mediated by monocyte acti-
vation) and the IFNa/g pathways.
The inflammation observed in HICs might conceivably
be related to the persistence of extremely low levels of
viral replication [15,39]. A true low-grade viral replica-
tion is supported by some studies which have shown
evidence for HIVevolution [4,40–42]. However, some of
our present observations weaken this hypothesis. Firstly,
neither the ultrasensitive viral load nor the cellular HIV
DNA levels correlated with biomarker levels. Secondly,
we observed that TNFa and IP10 levels were persistently
elevated in elite controllers (i.e. HICs who had kept their
viral load below 50 copies/ml throughout the follow-up
period). There were no significant differences between
elite controllers and nonelite HICs in this respect.
Hence, factors other than residual viral replication are
probably also involved. Here, we observed that IL6 and
IL10 levels were higher in ART-treated patients than
in both elite controllers and nonelite HICs. These
differences might indirectly reflect more severe gut
mucosa damage in ART-treated patients, who have a
history of higher viral replication and lower CD4þ cell
counts than HICs. Indeed, it has been reported that levels
of circulating lipopolysaccharide (LPS) are higher in
HICs and ART-treated patients than in healthy donors
[14,16]. However, endotoxin-core antibody titers are
higher in HICs than in ART-treated patients and are
similarly low in ART-treated and viremic patients [16].
These observations suggest that neutralization of LPS’
immunostimulatory effects might be more effective in
HICs and might result in lower levels of inflammation in
these patients. The higher IL10 levels in ART-treated
patients might reflect their higher regulatory T-cell count
(relative to HICs) [43].
Persistent monocyte activation might be also responsible
for the elevated levels of IP10, TNFa and sCD14
observed in HICs [44]. In a study of a small number of
elite controllers (n¼ 10), Pereyra et al. [30] suggested that
monocyte-induced inflammation occurred in these
individuals. Here, we observed positive correlations
(between IP10 levels on one hand and MCP1 and
sCD163 levels on the other) that also reflect monocyte
activation. Furthermore, recent studies suggest that in the
setting of HIV infection, TNFa may be produced by
activated CD14þþCD16þ and CD14þCD16þþ mono-
cytes [45]. The intensity and duration of previous viral
replication – rather than ongoing viral production –
might account for this monocyte activation in HICs. In
line with this, Ciccone et al. [46] reported that long-term
non-progressors/elite controllers did not have evidence
of gut mucosal depletion and had normal sCD14 levels
relative to 9 healthy donors, whereas it was significantly
higher in ART-controlled patients. Here, we also
observed that elite controllers have similar sCD14 levels
than healthy donors. However, as compared with healthy
donors, sCD14 levels were higher in the 48 nonelite
HICs and 30 ART-treated patients tested. Altogether,
these findings suggest that previous history of blips in
nonelite HICs might also partially account for monocyte
activation and inflammation in some HICs, in a similar
manner to pre-ART elevated viral loads observed in
treated patients.
Low T-cell activation has been described in both ART-
treated patients and HICs [14]. Here, we observed a link
between immune activation in HICs (as measured by
the proportion of HLA-DRþCD38þ CD8þ and CD4þ
T cells) and their levels of IP10, sCD163, IL6 and MCP1.
IP10, sCD14 and sCD163 levels were negatively
associated with the nadir of the CD4þ T-cell count
and high IP10 and sCD163 levels were associated with
a low CD4þ T-cell count at enrollment. These find-
ings extend previous observations whereby prolonged
immune activation in HICs correlates with a decline in
the CD4þ T-cell count [14]. In our study, IP10 and
sCD163 were significantly correlated with both immune
activation and a low CD4þ T-cell count. Interestingly,
Liovat et al. [21] recently reported that elevated IP10
levels during primary infection were predictive of rapid
CD4þ T-cell decline at M6. Moreover, the levels of the
monocyte activation marker sCD163 are elevated in
early-stage and chronic HIV infections and have been
linked to immune activation and variations in the CD4þ
T-lymphocyte count in non-HICs [26].
Here, we showed that in HICs, IP10 levels remained
abnormally high over 12 and 24 months and were
associated with low CD4þ T-cell counts at M12 and
M24. This may have long-term immunological con-
sequences. However, a direct link between the intensity
of this inflammation and the time course of the CD4þ
T-cell count in HICs remains to be confirmed. A
multivariate analysis would have helped to determine the
independent effect of IP10 in disease progression inHICs,
taking into account nadir CD4þ cell count. However,
only eight of the 70 patients displayed a clinically relevant
CD4þ T-cell decline (i.e. changing from >500/ml at
enrollment to<500 /ml) after 1 year of follow-up. This is
in line with previous publications showing that HICs
have a slow rate of disease progression [12]. In such
patients, a longer follow-up is needed to disentangle this
important issue.
In addition to chronic inflammation and T-lymphocyte
activation, several additional factors determine the change
474 AIDS 2014, Vol 28 No 4
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over time in CD4þ T-cell counts in HICs. Persistent,
low-grade viral replication and a history of viral load blips
are involved, as reported previously [12]. Hence, elite
controllers have significantly lower ultrasensitive HIV
viral loads and higher CD4þ T-cell counts than nonelite
controllers do [12]. Depressed lymphopoieisis may also
contribute to changes of CD4þ T-cell counts in some
HICs [47]. Lastly, microbial translocation may also have a
role in HICs.We observed a negative correlation between
the levels of circulating bacterial 16S rDNA and the
CD4þ T-cell count in the 70 HICs studied here (data not
shown). However, the absence of correlations between
microbial translocation on one hand, and neither the
biomarkers nor the HIV viral load measurements on
the other, suggests that other unidentified pathways are
involved.
Lastly, the persistent, low-grade inflammation seen inHICs
may also have long-term clinical consequences, such as
coronary artery disease or cognitive impairment. Sub-
clinical atherosclerosis has already been documented in a
small number of HICs [29,30] and IP10 has been linked to
atherogenesis [48]. hsCRP has been associated with
cardiovascular events, but we did not find any difference
in hsCRP levels when comparing the various patient
groups and healthy donors. This apparent difference
with the findings of the Strategies for Management of
Antiretroviral Therapy (SMART) and Flexible Initial
Retrovirus Suppressive Therapies (FIRST) studies [18,19]
might be due to the number of patients included in our
study and in these trials. Furthermore, such results
regarding hsCRP have already been reported (i.e. no
difference between infected patients and healthy donors in
[49] and no difference between viremic patients, HICs and
healthy donors in [30]).
In conclusion, we performed the largest study of
inflammation biomarker levels in HICs. We found that
HICs have elevated levels of IP10, TNFa and sCD14.
This chronic inflammation might result from abnormal
monocyte activation (TNFa and sCD14) and dysregula-
tion of the IFNa/g pathways (IP10). Of the various
biomarkers studied here, IP10 seems to be the most
discriminant biomarker in HICs (relative to both healthy
donors and viremic noncontrollers), and its high levels
may be related to lowCD4þT-cell counts. Monitoring of
CD4þ T-cell count, the ultrasensitive viral load and IP10
levels might enable the detection of HICs at risk of disease
progression and/or non-AIDS-related events.
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TRAVAIL N°2 - Strong ifitm1 expression in CD4 T cells in HIV 
controllers is correlated with immune activation Etienne Canoui*, Nicolas Noel*, Camille Lécuroux, Faroudy Boufassa, Asier Sáez-Cirión, Christine Bourgeois, Olivier Lambotte and the ANRS CO21 CODEX study group  *: co-premiers auteurs 
Version du manuscrit en cours de soumission 
 Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés à la mise en jeu de la voie des Interférons chez les patients HIV controllers. Cette voie nous semblait importante à la lumière des résultats suivants : -l’activation des Interférons apparaît très tôt au cours de l’infection par le VIH et semble durer dans le temps chez les patients virémiques -cette voie a un rôle de régulation important pour l’activation immunitaire de même que le contrôle antiviral -chez les patients HIV controllers, des taux élevés d’IP10 suggèrent un rôle important des Interférons  Comme nous l’avons vu au paragraphe 2.2.3., la quantification des taux plasmatiques d’IFN reflète peu son activité biologique, et l’analyse de l’expression d’ISGs est préférable. Enfin, la régulation de la synthèse des ISGs est complexe et dépend sans doute du type de cellules analysées. Ainsi, nous avons analysé en PCR quantitative l’expression de 4 ISGs choisis pour leurs liens avec l’activation des IFN de type I (mxA, pkr, ifit1) ou de type I et II (ifitm1), ainsi que pour leurs mécanismes distincts d’activité anti-virale. Cette expression était étudiée au sein de trois types cellulaires : les LT CD4, LT CD8 et monocytes circulants étaient triés ex vivo par cytométrie de flux (FACS Aria II, BD BiosciencesTM) selon les marquages CD3+CD4+, CD3+CD8+ et CD3-CD14+, respectivement. 
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Une analyse comparative de l’expression de ces ISGs a pu être effectuée chez 11 HICs, 8 patients virémiques, 8 patients contrôlés sous ARV et 8 témoins sains (définitions identiques au travail n°1). Ces données ont été analysées parallèlement aux données immuno-virologiques et aux paramètres d’activation lymphocytaire (pourcentage de LT CD4 et LT CD8 exprimant CD38 et HLADR) et monocytaire (CD14 soluble).  
Les principaux résultats ont été les suivants : (i) chez les HICs, l’expression d’ifitm1 au sein des LT CD4 est supérieure à celle des témoins sains (ii) l’expression de pkr  et d’ifitm1 est corrélée positivement à la charge virale VIH et négativement aux taux de LT CD4 circulants pour la majeure partie des types cellulaires (iii) l’expression d’ifitm1 dans chaque type cellulaire est associée aux marqueurs d’activation correspondant (ie, corrélation entre l’expression d’ifitm1 au sein des LT CD4 et le pourcentage de LT CD4+CD38+HLADR+, entre ifitm1 au sein des LT CD8 et le pourcentage de LT CD8+CD38+HLADR+, et entre ifitm1 au sein des monocytes et les taux de CD14 soluble), en analysant tous les patients infectés de manière globale (iv) l’expression d’ifitm1 est corrélée à l’activation mais pas à la charge virale, suggérant un rôle potentiellement important de cet ISG dans le contrôle antiviral en lien avec l’activation immunitaire et l’inflammation (v) l’expression des ISGs varie en fonction du type cellulaire analysé et du groupe de patients étudié 
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Background: The interferon-stimulated genes (ISGs) expression is poorly described 
in CD4, CD8 T cells and monocytes in HIV controllers (HICs). 
Methods: qPCR quantification of four ISGs (ifitm1, pkr, mxA and ifit1) was performed 
in FACS-sorted CD4 and CD8 T lymphocytes and monocytes from 11 HIV controllers 
(HICs), 8 ART-treated patients (ARTs), 8 viremic progressors (VIRs) and 8 healthy 
donors (HDs) and put in relation with HLADR+CD38+ expression in T cells and 
soluble CD14 levels. 
Results: ifitm1 and pkr expression were higher in VIRs than in HDs, irrespective of 
the cell subtype (p < 0.02 for each) but ifit1 only in CD4 T cells. ifitm1 levels in CD4 T 
cells from HICs were elevated relative to HDs (p=0.03) but not different compared 
with ARTs and VIRs. In contrast, pkr, ifit1 expression in all subsets, and ifitm1 
expression in monocytes were similar in HDs, in HICs and in ARTs. mxA was 
underexpressed in T cells from ARTs compared with HICs (p<0.03 for each) and 
VIRs (p<0.003 for each). The expression of ifitm1 was significantly related to T cell 
activation when considering all HIV-1 infected patients. Interestingly, ifitm1 
expression in CD4 T cells was still correlated with HLADR+CD38+ activated CD4 T 
cells when analyzing HICs separately (r=0.8, p= 0.003). 
Conclusion: The expression profile of ISGs is different according to the cell subtype, 
the HIV disease status and the ISG considered. In HICs, ifitm1 seems to be an 
interesting ISG associated with immune CD4 T cell activation. 
 
Key words: Type 1 Interferon (I-IFN), Interferon stimulated genes (ISGs), IFITM1, 




Type-I-Interferon (IFN-I) is an important cytokine of the innate antiviral response, and 
the IFN-I-stimulated genes (ISGs) have been associated with HIV-1 pathophysiology, 
either by restricting HIV replication especially in primary infection [1], but it can also 
enhancing immune activation, or favour loss of CD4+ T cells especially in chronic 
phase [2]. Fernandez et al showed that elevated levels of ISGs in purified CD4 T 
cells of ART treated patients were associated with low estimated 10-year CD4 T cell 
counts [3]. The levels of ISGs expression depend on their function and the disease’s 
state [2]. In viremic patients, ISGs’ expression in CD4 and CD8 T cells is higher than 
in healthy donors (HDs) [4–6].  
Few studies have focused on the expression of ISGs in HIV controller patients 
(HICs), and have yielded different results as compared with HDs, ART treated 
patients or viremic patients. In PBMCs from HICs, ifit1 and mxA were found 
overexpressed compared with HDs and ART treated patients [7]. We have recently 
showed that IP10 levels were higher in HICs than HDs and associated with low CD4 
T cell counts, suggesting links between HIV-1 pathogenesis and IFN-pathways in 
HICs [8]. Other studies reported that some ISGs known to restrict HIV, such as 
schlaffen 11, apobec3c and apobec3d  were overexpressed in CD4 T cells or 
PBMCs from HICs [9,10]. To our knowledge, all these studies focused on ISGs 
expression either in total PBMCs or purified CD4 or CD8 T cells but ISG expression 
in monocytes was not individualized. 
Here, we studied the expression of four ISGs in three cell subtypes (CD4 and CD8 T 
lymphocytes, and monocytes). We compared these expression profiles between 
HICs, HIV-1 infected ART-treated (ARTs) and viremic treatment-naïve patients 
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(VIRs), and healthy volunteers. The expression of these ISGs according to the levels 
of T and monocyte activation was studied. 
PATIENTS AND METHODS 
The HICs (n=11) were enrolled in the ANRS CO21 CODEX cohort [8,11], and 
defined as ART-naïve patients diagnosed at least 5 years previously and displaying 
VL below 400 copies/mL in the last five consecutive measurements. The ART-treated 
patients (n=8) had VL< 40 copies/mL for at least 2 years under therapy, and VIRs 
(n=8) were untreated patients with a VL > 10000 copies/mL followed at the 
department of internal medicine, Le Kremlin-Bicêtre hospital. HIV – negative healthy 
donors (HDs) (n=8) were recruited as controls. All patients gave their informed 
consent to participation in the study, in accordance with the Helsinki declaration. 
PBMCs isolated by Ficoll density gradient on freshly collected EDTA blood samples 
were stained with the following conjugated monoclonal antibodies: PE-CD14, PerCP 
Cy5.5-CD8, APC-CD3, and APC-H7-CD4, before the FACS-based sorting procedure 
on BD ARIA (BD BiosciencesTM). Cells were sorted as follows: (i) CD4 T cells 
(CD3+CD4+); (ii) CD8 T cells (CD3+CD8+); (iii) monocytes (CD3-CD14+), and were 
immediately lysed in RNeasy Lysis Buffer (QIAGEN*) and cryopreserved at -80°C. 
RNA isolation and reverse transcription were performed according to the 
manufacturers’ protocols (RNeasy mini kit, QiagenTM, and enhanced avian RT-PCR 
Kit, SIGMATM, respectively). qRT-PCR analysis was performed using a SyBR Green 
RT PCR method (LightCycler system, RocheTM). All results were normalized for 
gapdh expression. The primers sense and antisense used for qRT-PCR for ifitm1, 
ifit1, mxA, pkr and gapdh are described in the supplemental Table 1. 
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Levels of soluble CD14 (sCD14) were determined by ELISA (R&D Systems, 
Minneapolis, Minnesota, USA), and the surface expression of T-lymphocyte 
activation markers (HLA-DR and CD38) was analyzed by flow cytometry, as 
described previously [8]. 
For statistical analyses, continuous and categorical variables were compared using 
the non parametric Mann-Whitney U test and the chi² test, respectively. Spearman’s 
coefficient was used for correlation analyses. The threshold for statistical significance 
was set to p less than 0.05. Data were stored and analysed using PRISM software 
(version 5, GraphPad software, La Jolla, California, USA). 
RESULTS 
There was no difference of age, and gender, between each group of patients. The 
HICs group had significantly higher median CD4+ T cell count than ARTs and VIRs. 
The VIRs group had significantly higher median HIV viral load than HICs and ARTs 
(supplemental Table 2). 
ISGs expression is different according to the cell subtype and the group of 
patients. 
The analysis of ISGs levels between groups and distinct cell subtypes (Figure 1) 
revealed different profiles depending on the gene considered. In particular, CD4 T 
cells and monocytes did not show similar expression patterns. 
First of all, ifitm1 and pkr expression were higher in viremic patients than in HDs, 
irrespective of the cell subtype (p < 0.02 for each comparison). Moreover, the ISG 
expression profiles of VIRs were similar when considering ifitm1 expression in 
monocytes, pkr expression in CD4, CD8 T cells and in monocytes, and ifit1 
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expression in CD4, i.e. higher than in ARTs, HICs and HDs (p < 0.05), suggesting a 
strong role for the amount of virus in various ISG induction. 
Interestingly, ifitm1 levels in CD4 T cells from HICs (p=0.03) as well as from ARTs 
(p=0.01) were elevated relative to uninfected volunteers and similar with the level 
seen in VIRs. In contrast, ifitm1 expression in monocytes, pkr, ifit1 expression in all 
subsets were similar in HDs, in HICS and in ARTs. Regarding the other cell subtypes 
and the other ISGs, HICs had the same ISGs’ expression profile than HDs. 
mxA had a different expression profile. A non significant trend toward a higher 
expression in CD4 T cells from VIRs and HICs than in HDs (p=0.1 for both) was 
observed, but most of all, it was underexpressed in CD4 and CD8 T cells from ARTs 
compared with HICs (p= 0.01 and p= 0.03, respectively) and VIRs (p= 0.003 for 
both). 
In summary, these four ISGs had different expression profile between HICs and each 
other groups and each cell subtypes implying the involvement of different factors in 
their regulation. 
ISGs expression is correlated positively with HIV viral load and negatively with 
CD4 T cell count for most ISGs tested. 
In view of this first observation, we hypothesized that the expression pattern of most 
ISGs was associated with the HIV viral load (VL). Indeed, pooling the data of all HIV 
infected patients, the HIV VL was correlated with the expression of pkr in CD4 T cells 
(Tc) (r= 0.52, p= 0.005), CD8 Tc (r= 0.47, p= 0.01), and monocytes (r= 0.46, 
p=0.016), as well as mxA in CD4 and CD8 Tc (r=0.43, p= 0.01 and r=0.42, p=0.02, 
respectively) (Supplemental Figure 1), but only with ifit1 expression in CD4 Tc 
(r=0.47, p=0.01) and ifitm1 in monocytes (r= 0.59, p= 0.001). Similar results were 
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observed when considering the HIV infected patients without antiretroviral therapy 
(ART) (i.e. VIRs + HICs, data not shown), except for mxA, suggesting a role for ART 
in mxA regulation.  
Next, we looked at whether the levels of the four ISGs were associated with low CD4 
T cell count at enrollment. Considering all HIV infected patients, the CD4 T cell count 
was negatively correlated with levels of ifitm1 in each cell subtypes (CD4 Tc, r= -
0.41, p=0.03; CD8 Tc, r = -0.55, p=0.003; monocytes, r= -0.66, p= 0.0002), pkr in 
CD4 T cells (r= -0.41, p= 0.037) and monocytes (r= -0.45, p= 0.02) (with a strong 
trend for CD8 T cells ( r= -0.34, p=0.08)), and ifit1 only in CD4 T cells (r= -0.43, p= 
0.02) (Supplemental Figure 2). The levels of mxA were not correlated with the CD4 T 
cell count.  
ifitm1 expression is correlated positively with the immune activation marker 
tested. 
Since some ISGs – such as ifitm1 - were associated with CD4 T cell counts but 
barely with the HIV VL, we investigated the relationship between ISGs levels and 
immune activation. When all HIV-1 infected patients were considered, positive 
correlations were observed between ifitm1 expression and the immune activation 
marker tested in the associated cellular counterpart (level of HLA-DR and CD38 for 
CD4 (r= 0.4, p= 0.03) and CD8 T cells (r= 0.4, p= 0.04), and sCD14 for the 
monocytes (r=0.48, p= 0.02)) (Figure 2a). Such relationships were not observed with 
the other ISGs, except for ifit1 in CD4 T cells correlated with the proportion of 
activated CD4 T cells. Moreover, the correlation between ifitm1 expression in CD4 T 
cells and the proportion of HLADR+CD38+ circulating CD4 T cells were maintained 





 Earlier studies showed that expression levels of ISGs in CD4 or CD8 T cells or 
PBMCs were associated with HIV-1 viral load, CD4 T cell count and markers of T-cell 
activation [4–6,12] but data in HIV controllers are limited. Our results support these 
associations and extend the literature data thanks to the use of sorted CD4 Tc, CD8 
Tc, and monocytes isolated in three different groups of patients and HD.  
 Owing to the fact that monocytes play a pivotal role in HIV-1 pathogenesis, it 
seems important to study whether the ISG expression differed between CD4 T cells 
and monocytes of HIV-1 infected patients. To our knowledge, only one study had 
investigated the expression profile of ISGs by separating the CD3+CD4+ T cells and 
CD3-CD14+ monocytes in different groups of HIV infected patients including long-
term non progressors [13]. Our data suggest that ISGs regulation is different 
according to the HIV-1 status, but also to each cell subtypes: individualization of the 
monocytes and CD4 T cells should be done in further ISGs studies.  
 Indeed, our results highlight the different regulation and production of ISGs 
during HIV-1 infection. Pkr in each cell subtypes, ifitm1 in monocytes and ifit1 in CD4 
T cells were higher in VIRs than in the three other groups of patient suggesting a link 
with the viral load. This is enhanced by the correlation obtained between levels of 
these ISGs and the HIV viral load and coherent with the literature [4–6,12]. This 
correlation is in strong agreement with Hardy’s results linking IFN-I activity and VL 
and support the use of these ISGs as surrogate markers for IFN-I activity [14]. mxA 
expression was decreased in each subtype cell in ARTs but not in HICs despite 
similarly low amounts of viral antigens which is puzzling, but correlated with viral load 
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in T cells. Results focusing on mxA expression are controversial in the literature (ref) 
and this point deserves further investigation. 
 In HICs’ CD4 T cells, ifitm1 was overexpressed compared with HDs unlike all 
others ISGs and all others subtypes cells. This higher expression of ifitm1 in CD4 T 
cells from HICs was also found by two groups looking for mechanisms of HIV 
restriction in HICs [9,10]. Indeed, ifitm1 has been recently described as part of a HIV-
1 restriction factor family [15], suggesting that this ISG would be of particular interest 
for further studies aimed at elucidating the mechanisms of HIV control in HICs [16]. 
But the role of ifitm1 could be more complex. Diamond and Farzan suggest that 
ifitm1 might be induced by IL-6 or other acute-phases cytokines [17]. We showed 
ifitm1 was globally linked with immune activation independently from the viral load, 
the correlation being still present only when HICs are studied. This ISG may thus be 
implicated in the excessive immune activation of HICs [7]. 
 Our study is limited by the analysis of only four ISGs. We focused on mxA and 
pkr because they are both selectively induced by IFN-I [18] and are frequently used 
as surrogates for IFN-I acitivty [7,9,12,14]. ifitm1 was interesting to study because of 
its antiviral mechanism recently described [15]. ifit1 was previously used and allowed 
comparisons [3,7]. The number of patients studied in each group, although higher 
than in previous studies [13] and enough to get statistically significant results, is low 
and may not accurately represent the heterogeneity of these populations of patients. 
 Nevertheless, our results show that the expression profile of ISGs in HIV 
infected patients is different according to the cell subtype, the disease status and the 
ISG considered. ISGs could have different mechanism of regulation involving IFN-I, 
HIV viral load, immune activation and other unidentified factors related to cell 
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subtype. In particular, IFN signature in monocytes must be distinguished from the 
one in CD4 T cells. In HICs, ifitm1 seem to be an ISG of interest associated with 






















































Fig. 1. Expression of Interferon (IFN) Stimulated Genes (ISGs) between groups (HIV – 
negative healthy donors (HDs), HIV controllers (HICs), aviremic ART-treated patients (ARTs) 
and viremic treatment naïve patients (VIRs)) and distinct cell subtypes (CD4 T cell, CD8 T 
cell and CD14 monocytes). (a) IFN-induced transmembrane protein 1 (IFITM1). (b) RNA-
activated Protein Kinase (PKR). (c) IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats 
(IFIT1). (d) Myxoma virus Resitance protein A (MxA). HDs, healthy donors; HICs, HIV 
controllers; ARTs, aviremic ART-treated patients; VIRs, viremic treatment naïve patients. 
 
Fig. 2. Relationships with the expression of ifitm1 and the immune activation marker (HLA-
DR and CD38 for CD4 and CD8 T cells and level of sCD14 for the monocytes) in the 
associated cellular counterpart. (a) Considering all HIV-1 infected patients. (b) Considering 
HICs isolatedly. IFITM1, IFN-intduced transmembrane protein 1; HICs, HIV controllers; 




































































SUPPLEMENTAL FIGURES/ TABLES 
 
Table 1. Primers used for qRT-PCR 
 
Table 2. Characteristics of study participants 
 
Fig. 1. Relationships between the four ISGs and the viral load (VL) of all HIV-infected 
patients. (a) IFN-intduced transmembrane protein 1 (IFITM1). (b) RNA-activated Protein 
Kinase (PKR). (c) IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats (IFIT1). (d) Myxoma 
virus Resitance protein A (MxA). HIV controllers; ARTs, aviremic ART-treated patients; VIRs, 
viremic treatment naïve patients; VL, viral load. 
 
Fig. 2. Relationships between the four ISGs and the CD4 T cell count of all HIV-infected 
patients. (a) IFN-intduced transmembrane protein 1 (IFITM1). (b) RNA-activated Protein 
Kinase (PKR). (c) IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats (IFIT1). (d) Myxoma 
virus Resitance protein A (MxA). HICs, HIV controllers; ARTs, aviremic ART-treated patients; 
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Supplemental Table 1 : Primers used for qRT-PCR 
















gapdh, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; mxA, Myxoma virus Resitance protein A; ifitm1, IFN-

































Supplemental Table 2. Characteristics of study participants 
Characteristics HDs (n=8) HICs (n=11) ARTs (n=8) VIRs (n=8) p 
Age (years)  46 43.75-48.5 46.5 42.25-50.75 47 43-53 37 32-54 0.6 
Male, n(%) 3 (37) 4 (36) 4 (50) 3 (37) 0.7 
CD4+ T-cell count at enrollment 
(cells/µL)  
-  875 [768-1001] 467 [430-550] 100 [46-184] <0.01 
Lowest CD4+ T-cell count since 
HIV diagnosis (nadir) (cells/µL)  
-  523 [464.5-637] 285 [272-330] 100 [46-184] <0.01 
Plasma HIV RNA VL at enrollment 
(log10copies/ml) 
-  1.6  [<1.6-1.6] <1.6 [<1.6-<1.6] 4.9 [4.4-5.35] <0.01 
HCV coinfection, n(%) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (14) 0.3 
HBV coninfection, n(%) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (28) 0.06 
Active opportunistic infection at 
enrollment, n (%) 
-  0 0 5 (62) <0.01 
Results are shown as median (IQR) or n (%). HDs, healthy donors; HICs, HIV controllers; ARTs, aviremic ART-treated 
patients; VIRs, viremic treatment naïve patients ; VL, viral load  
17 
 

























1.  Fenton-May AE, Dibben O, Emmerich T, Ding H, Pfafferott K, Aasa-Chapman 
MM, et al. Relative resistance of HIV-1 founder viruses to control by interferon-
alpha. Retrovirology. 2013; 10:146.  
2.  Herbeuval J-P, Shearer GM. HIV-1 immunopathogenesis: how good interferon 
turns bad. Clin Immunol 2007; 123(2):121‑8.  
3.  Fernandez S, Tanaskovic S, Helbig K, Rajasuriar R, Kramski M, Murray JM, et 
al. CD4+ T-cell deficiency in HIV patients responding to antiretroviral therapy is 
associated with increased expression of interferon-stimulated genes in CD4+ T 
cells. J Infect Dis. 15 déc 2011; 204(12):1927‑35.  
4.  Hyrcza MD, Kovacs C, Loutfy M, Halpenny R, Heisler L, Yang S, et al. Distinct 
Transcriptional Profiles in Ex Vivo CD4+ and CD8+ T Cells Are Established 
Early in Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection and Are Characterized 
by a Chronic Interferon Response as Well as Extensive Transcriptional Changes 
in CD8+ T Cells. J Virol. 2007; 81(7):3477‑86.  
5.  Sedaghat AR, German J, Teslovich TM, Cofrancesco J Jr, Jie CC, Talbot CC Jr, 
et al. Chronic CD4+ T-cell activation and depletion in human immunodeficiency 
virus type 1 infection: type I interferon-mediated disruption of T-cell dynamics. J 
Virol. 2008; 82(4):1870‑83.  
6.  Rotger M, Dang KK, Fellay J, Heinzen EL, Feng S, Descombes P, et al. 
Genome-wide mRNA expression correlates of viral control in CD4+ T-cells from 
HIV-1-infected individuals. PLoS Pathog. 2010; 6(2):e1000781.  
7.  Krishnan S, Wilson EMP, Sheikh V, Rupert A, Mendoza D, Yang J, et al. 
Evidence for innate immune system activation in HIV type 1-infected elite 
controllers. J Infect Dis. 2014;209(6):931‑9.  
8.  Noel N, Boufassa F, Lécuroux C, Saez-Cirion A, Bourgeois C, Dunyach-Remy 
C, et al. Elevated IP10 levels are associated with immune activation and low 
CD4+ T-cell counts in HIV controller patients. AIDS 2014;28(4):467‑76.  
9.  Abdel-Mohsen M, Raposo RAS, Deng X, Li M, Liegler T, Sinclair E, et al. 
Expression profile of host restriction factors in HIV-1 elite controllers. 
Retrovirology. 2013; 10:106.  
10.  De Masson A, Kirilovsky A, Zoorob R, Avettand-Fenoel V, Morin V, Oudin A, et 
al. Blimp-1 overexpression is associated with low HIV-1 reservoir and 




11.  Boufassa F, Saez-Cirion A, Lechenadec J, Zucman D, Avettand-Fenoel V, 
Venet A, et al. CD4 dynamics over a 15 year-period among HIV controllers 
enrolled in the ANRS French observatory. PloS One. 2011; 6(4):e18726.  
12.  Jacquelin B, Mayau V, Targat B, Liovat A-S, Kunkel D, Petitjean G, et al. 
Nonpathogenic SIV infection of African green monkeys induces a strong but 
rapidly controlled type I IFN response. J Clin Invest. 2009;119(12):3544‑55.  
13.  Wu JQ, Sassé TR, Wolkenstein G, Conceicao V, Saksena MM, Soedjono M, et 
al. Transcriptome analysis of primary monocytes shows global down-regulation 
of genetic networks in HIV viremic patients versus long-term non-progressors. 
Virology. 2013;435(2):308‑19.  
14.  Hardy GAD, Sieg S, Rodriguez B, Anthony D, Asaad R, Jiang W, et al. 
Interferon-α is the primary plasma type-I IFN in HIV-1 infection and correlates 
with immune activation and disease markers. PloS One. 2013; 8(2):e56527.  
15.  Lu J, Pan Q, Rong L, He W, Liu S-L, Liang C. The IFITM proteins inhibit HIV-1 
infection. J Virol. 2011;85(5):2126‑37.  
16.  Sáez-Cirión A, Hamimi C, Bergamaschi A, David A, Versmisse P, Mélard A, et 
al. Restriction of HIV-1 replication in macrophages and CD4+ T cells from HIV 
controllers. Blood. 2011;118(4):955‑64.  
17.  Diamond MS, Farzan M. The broad-spectrum antiviral functions of IFIT and 
IFITM proteins. Nat Rev Immunol. 2013; 13(1):46‑57.  
18.  Liu S-Y, Sanchez DJ, Aliyari R, Lu S, Cheng G. Systematic identification of type 
I and type II interferon-induced antiviral factors. Proc Natl Acad Sci U S A. 13 
mars 2012;109(11):4239‑44.  
 
? ???
???????? ???? ?? ?????????????? ???? ???????????? ???????????? ??? ????











??????? ???????????? ????????????????????? ????? ????????????????????????????? ???????????? ???
?????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????? ????? ??????? ??? ?????? ???????? ??? ?????? ??????????? ??? ???? ????????? ??? ?????? ???
??????? ??? ??????????? ???? ???????? ?????????? ?????? ???? ???? ??????????? ?????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ?????? ????????????? ???????????????????????????? ????????????? ??????????????????
??????????????????????????
????? ?????????? ?????????????? ?????????????? ?????? ????????? ?????????? ???????? ????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????? ?????????
????? ?????????? ?????????????? ???????????? ?????? ????????? ?????????? ???????? ????
???????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ????????? ?????????????????????????????? ????????? ????????????????????????????? ?
? ???????????? ??? ???????????? ?? ?????? ????????? ???? ??? ????????? ???????????? ???
????????????????????????????????????
 122 
Pour chaque patient en situation d’échappement, les évènements cliniques – quels qu’ils aient été – survenus dans les mois précédents étaient analysés. Ces évènements étaient étudiés en lien avec les paramètres d’activation lymphocytaire T CD4 et T CD8 (pourcentage de LT CD38+HLADR+ circulants) et les biomarqueurs d’inflammation analysés dans le Travail n°1. Fait important, les échappements ont été identifiés au cours du suivi dans la cohorte, soit entre 1 et 3 ans après l’inclusion des patients. Ceci nous a permis d’étudier, chez les patients en échappement,  les paramètres immuno-virologiques à l’inclusion préalables à ces évènements.  
Les principaux résultats ont été les suivants : (i) parmi les 217 patients HICs consécutivement inclus dans CODEX, 37 ont présenté une suspicion d’échappement. Cet échappement a été confirmé chez 15 d’entre eux (10 échappements immunologiques, 5 échappements virologiques) (ii)  2/5 patients présentant un échappement virologique ont déclaré des rapports sexuels non protégés dans les mois précédents, suggérant le rôle possible de superinfections par une autre souche de VIH (iii) des taux de CV VIH ultrasensible à l’inclusion plus élevés étaient associés au risque d’échappement immunologique comme virologique. De même, un nadir CD4 et un taux de LT CD4 plus bas à l’inclusion étaient associés au risque d’échappement immunologique (iv) des taux d’IP10 et d’activation immunitaire T CD4 et T CD8 plus élevés à l’inclusion étaient associés au risque d’échappement immunologique 
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Objective: To investigate the rate and determinants of immunological and/or virological 2 
progressions (IP/VP) in of HIV controllers (HICs) included in the ANRS CO21/CODEX cohort. 3 
Design: Cohort study 4 
Methods: IP was suspected if the CD4 T cell count fell < 350/mm3 or if CD4 T cell count 5 
declined of more than 200/mm3 between two consecutive CD4 T cell count determinations. 6 
VP was suspected if the HIV VL rose above 2000 copies/ml. Events were confirmed if similar 7 
results were found in a second consecutive measurement. Clinical characteristics were 8 
analysed at inclusion in the cohort and prior to the event. Immune activation and 9 
inflammatory parameters (% of HLADR+CD38+ T cells, IP10 levels), ultrasensitive HIV VL and 10 
total HIV DNA were compared using non parametric tests with the non-progressor HICs. 11 
Results: Of 217 patients enrolled in the cohort and followed between 2009 and 2013, 37 12 
patients experienced at least one suspicion of progression. This was confirmed in 15 patients 13 
(6.9% of the cohort; IP, n=10; VP, n=5). No differences in terms of HLA B57 status or HCV 14 
coinfection were observed. Unprotected sexual intercourses were reported in the recent 15 
history of some HICs, but not more frequently in progressors. Relative to non-progressors, 16 
immunological progressors (IPs) HICs had lower CD4 T cell nadir (median (IQR): 292 (236-17 
373) vs. 516 (412-681)/mm3, p<0.001) and VPs had higher ultrasensitive HIV RNA levels at 18 
inclusion (i.e., 1-2 years before progression). Interestingly, CD8 T cell activation and IP10 19 
levels of IPs at inclusion were significantly higher than in non-progressors (p<0.001), almost 20 
as elevated as observed in viremic non HICs patients. 21 
Conclusion: CD4 T cell nadir, level of residual HIV replication and levels of basal immune 22 
activation seem major determinants to progression in HICs, and should be considered in 23 










Most untreated HIV individuals experience continuous viral replication and progressive CD4+ 2 
T cell depletion. The rare HIV controllers (HICs), HIV-1-infected patients who display long-3 
term spontaneous control of viremia (1–3) are usually infected with replication-competent 4 
viruses (4).Most of them exhibit potent antiviral immune responses which are mediated by 5 
polyfunctional cytotoxic CD8+ and CD4+ T cells of high avidity (5–9). The patients genetic 6 
background also influences the control of the virus, since the HLA-B57 and B27 alleles are 7 
over-represented in HICs (2,10). 8 
However, some HICs exhibit a decline in their CD4+ T cell count during the period of HIV 9 
control or eventually lose the ability to control HIV(11,12). Low levels of HIV replication can 10 
be detected using ultrasensitive techniques (11,13). This low-grade viral replication could be 11 
correlated with the CD4+ T cell decline. Chronic immune activation is also present in HICs 12 
and could be deleterious, leading also to CD4+ T cell decline (14,15), and cardiovascular 13 
events (16,17).  14 
 15 
Little is known about the long-term prognosis of HICs but 20 years after HIV diagnosis. In a 16 
large seroconverters cohort collaboration, 25% of HICs had lost the “controller status” in a 17 
after 20 years of follow-up since seroconversion (18). A few reports describe disease 18 
progression in some HICs (14,19–21). Different situations can occur: immunological 19 
progression (i.e., CD4+ T cells decline) despite low or undetectable viral loads, loss of control 20 
of HIV replication, or both. These situations can be sometimes transient, such as a “blip” of 21 
viral replication (11,18,21). Progression can be favoured by an undercurrent disease as 22 
hepatitis C (22,23), HIV superinfection (24,25), or introduction of particular treatments such 23 
as immunosuppressive drugs in organ graft (26). However, limited data are still available on 24 
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risk factors for progression in HICs. Understanding the mechanisms leading to disease 1 
progression in HICs could help to identify the major determinants of HIV control and also 2 
optimize the care of these rare patients. 3 
 4 
To address these issues, we investigated the rate and determinants of immunological, 5 
virological and combined progressions in the French ANRS HIV Controllers cohort (ANRS 6 
C021 CODEX). We particularly focused on: i) the underlying events preceding the 7 
progression, ii) the levels of ultrasensitive HIV viral load (VL), HIV DNA, T cell activation and 8 
plasma inflammatory biomarkers at enrolment. The evolution of these parameters after the 9 





Patients and methods 1 
Definition of the ANRS CO21 CoDEx cohort 2 
In this study, we analysed the 217 first HIV controllers (HICs) enrolled in the French 3 
multicenter ANRS HIV Controller CO18/CO21 CODEX cohort since 2009. To be enrolled, 4 
patients had to be ART-naïve, to have been diagnosed at least 5 years before enrolment, and 5 
to have displayed viral loads (VLs) below 400 copies/mL the last five consecutive 6 
measurements. The study was approved by the regional investigational review board 7 
(Comité de Protection des Personnes Ile-de-France VII (Paris, France); approval reference: 8 
05-22) and performed in compliance with the tenets of the Declaration of Helsinki. 9 
Definition of the immunological/viral progression 10 
After enrolment in the CoDEx cohort, suspected immunological progression was defined as: 11 
one CD4+ T cell count under 350/mm3 or a CD4+ decline of more than 200 from a last CD4+ 12 
count of < 600/mm3. Suspected viral progression was defined as one HIV RNA measurement 13 
above 2000 copies/ml. If both criteria were met, patients were considered to experience a 14 
suspected combined progression. 15 
Such cases were referred to as confirmed immunological and/or virological progression if the 16 
criteria described above were present in two consecutive blood samplings. If ART was 17 
started before the second confirmation blood sampling, the progression was classified as 18 
suspected. 19 
For analysis of T cell activation and inflammatory biomarker levels, the control groups 20 
consisted of (i) viremic (VL>10,000 copies/mL), treatment-naive patients (viremic patients), 21 
(ii) ART-treated patients for at least one year with no detectable VL (<50 copies/mL) (ART-22 





Data collection 2 
Clinical characteristics (age, gender, HCV coinfection, comorbidities, HIV history (year of HIV 3 
diagnosis, CD4+ nadir, number and intensity of transient detectable plasma viral loads 4 
(blips), baseline CD4+ and HIV RNA VL) were collected. The characteristics of the parameters 5 
of interest (CD4+ and CD8+ T cell counts, and HIV viral load before progression, at the time 6 
of the suspected progression, at the next visit, and at the last measurement) were 7 
documented. ART initiation (date of initiation, ART regimen) was recorded. A standardized 8 
data collection form was provided to investigate potential clinical events occurring in the 3 9 
months prior to the suspected progression (e.g. unprotected sex intercourse, intravenous 10 
drug use, undercurrent infectious events, vaccine, medication change...). Since the start of 11 
the cohort in 2009, blood samples were collected each year, at the time of the suspected 12 
progression, one month later to confirm or not the progression, and at ART initiation, for 13 
viral and immunological analysis.  14 
Immunological and virological assays 15 
CD4+ T cell counts were routinely determined by flow cytometry using standard procedures. 16 
Ultra-sensitive HIV-RNA VL was measured using ultrasensitive real time PCR (Generic HIV 17 
Charge Virale, Biocentric, Bandol, France). HIV-1 RNA was extracted from a 10 mL 18 
centrifuged plasma sample (90 minutes at 15 000 rpm) with the QiAamp® Viral RNA Mini kit 19 
(Qiagen, Courtaboeuf, France) and extracts were tested in five PCRs. The quantification 20 
threshold of this ultrasensitive PCR was 1 copie/mL. Total cell-associated HIV-1 DNA is 21 
quantified as described elsewhere (28). 22 
The levels of plasma cyto/chemokines were measured in a FlowCytomixTM bead-based 23 
multiplex immunoassay (IP10, TNF, IL6, MCP1, IL10: eBioscience Inc., San Diego, CA, USA), 24 
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or specific ELISAs (Human IL6 Platinum ELISA, eBioscience, CRP Gen.3 kit, Roche diagnostics, 1 
Indianapolis, IN, USA; sCD14 and sCD163 Duokine ELISAs, R&D Systems, Minneapolis, MN, 2 
USA), as previously described (15). Surface expression of T lymphocyte activation markers 3 
(HLA-DR and CD38) was analyzed by flow cytometry of the HICs' whole blood samples, as 4 
described elsewhere (29). HIV-specific CD8+ T cell response was measured by ELIspot IFN-γ 5 
assay using pools of optimal peptides according to the subjects’ HLA and to the HIV protein 6 
as previously described (27). 7 
The ex vivo capacity of HIV-specific CD8+ T cells to suppress HIV-1 infection of autologous 8 
CD4+ T cells was assessed as previously published (29,30). 9 
Statistical analyses 10 
Data are expressed as the median [1st-3rd quartile] for continuous variables, and n (%) for 11 
categorical variables. Continuous and categorical data were compared between groups using 12 
Mann-Whitney, Chi-squared or Fisher’s tests, when applicable. The threshold for statistical 13 
significance was set to p<0.05 for all analyses. Data were entered and analyzed using PRISM 14 





Characteristics of the patients 2 
Out of 217 HIV controllers included in the CoDEx cohort, we collected all declaration of 3 
suspected progression until the 06/31/2013. As represented in the Figure 1, 37 out of the 4 
217 patients experienced at least one suspicion of progression. Twenty-six patients 5 
experienced at least one or two drops in their CD4 T cell count (this situation occurred twice 6 
in two patients, leading to 28 suspicion of immunological progression). Six patients had at 7 
least one HIV RNA VL above 2000 copies/mL, and 5 patients had both criteria at the same 8 
time on one blood sample. 9 
However, the progression was confirmed on a consecutive blood sample in only 15 patients 10 
out of these 37 ones (6.9% of the total 217 patients) (i.e., 10 patients with immunological 11 
progression and 5 with viral progression). Of the 22 remaining patients, the progression 12 
could not be confirmed, either because the criteria were not fulfilled on the second 13 
consecutive sample (n=15), or because ART was initiated before the confirmation sample 14 
(n=7). 15 
At the time of confirmed progression, the median [IQR] HIV RNA VL was 132 39-858 16 
copies/mL and 2210 2119-3085 copies /mL in immunological and virological progressors, 17 
respectively. In the same measurement, the median [IQR] CD4 T cell count was 320 301-18 
336 and 2210 2119-3085/mm3, respectively. Examples of immunological, combined and 19 
viral progressions are depicted in Figure 2. 20 
 21 
Analysis of clinical factors prior to the immunological/virological progressions in HICs 22 
In order to analyse the factors that could lead to disease progression during the follow-up of 23 
HICs, we looked for potential remarkable clinical events during the 3 months before the 24 
10 
 
progression. Potential underlying events were identified in 7 patients. Two out of the 5 1 
patients with virological progression reported unprotected sexual intercourses in the 2 
previous 3 months. However, this potential risk factor was also reported in 63 out of the 197 3 
non-progressor HICs from whom the information was available (including patients in stable 4 
relationships). This frequency was not statistically different. 5 
Three patients developed immunological progression in the months after infectious events 6 
(respectively a diarrhoea and Chlamydia trachomatis infection, two episodes of prostatitis, a 7 
gastro-enteritis and a whitlow, and two bronchitis for the last one). One patient underwent 8 
epidural injection with corticosteroids within the month before immunological progression. 9 
Lastly, one patient was diagnosed with a B-cell lymphoma four months after combined 10 
progression. Of note, except for this patient, neither AIDS nor non-AIDS serious events as 11 
cardiovascular events or cancer were reported despite disease progression. 12 
 13 
Next, we compared clinical and immunological factors at enrolment in the cohort between 14 
HICs who further experienced progression with so-called “non-progressor HICs”. Data are 15 
summarized in Table 1. There was no difference in terms of age, sex, HLA B57 status or HCV 16 
coinfection between the groups. As compared with non-progressor HICs, patients at risk of 17 
immunological progression had a lower CD4+ T cell nadir (median IQR: 292 [236-373] vs. 18 
516 [412-681], respectively, p < 0.001) as well as a lower CD4 T cell count at study entry 19 
(median IQR: 427 [266-498] vs. 761 [579-950, respectively, p < 0.001). 20 
 21 
In addition, the ultra-sensitive HIV RNA VL at enrolment, as well as the frequency of blips 22 
prior to the enrolment in the CoDEx cohort, were higher in HICs at risk of immunological 23 
progression than in non-progressors HIC (Table 1). The ultra-sensitive HIV RNA VL at 24 
11 
 
enrolment and the total HIV DNA were higher in HICs with virological progression compared 1 
with non-progressor HICs (HIV DNA: 80.5 37.25-318/106 PBMCs) vs. 11 10-45/106 PBMCs,  2 
p < 0.05). Interestingly, there was only one elite controller (defined as HIC never 3 
experiencing any VL above the detection threshold) among the HIC who progressed 4 
immunologically – and none in the virological progression group - versus 67 % in those who 5 
did not. 6 
 7 
Analysis of immune activation parameters prior to the immunological/virological 8 
progressions in HICs 9 
Lastly, we assessed whether the parameters of immune activation/inflammation at 10 
enrolment in the cohort could help help to predict progression. 11 
As shown in Figure 3, the frequency of circulating activated CD8+ and CD4+ T cells, as 12 
defined by the expression of both HLA-DR and CD38 surface antigens, were both higher in 13 
patients at risk of immunological progression relative to non-progressor HICs. Only the levels 14 
of activated CD8+ T cells were significantly higher in patients at risk of virological 15 
progression. Interestingly, the percentage of activated T cells were as elevated in both 16 
progressor HICs as in viremic patients, whereas non-progressor HICs exhibited similarly low 17 
activation as ART-suppressed patients (Figure 3). 18 
Similarly, IP10 levels at enrolment were statistically higher in immunological/combined 19 
progressors and in viremic patients, whereas they were low in both non-progressor HICs and 20 
in ART-treated patients. No other of the tested biomarkers (MCP1, TNF, IL6, sCD14, 21 
sCD163, CRP, IL10) was found useful to distinguish progressor from non-progressor HICs. 22 
The level of the ability of CD8+ T cell to control HIV replication in vitro was not different 23 




Evolution of HICs after immunological or virological progression 2 
The median IQRfollow-up since enrolment in the cohort was 37 35-41 months. Combined 3 
antiretroviral treatment (cART) was initiated in 20 out of the 37 HICs with a suspected 4 
progression (54%), including 15 with immunological, 3 with combined and 2 with virological 5 
suspected progression. Seven patients underwent ARV therapy before the progression could 6 
be confirmed (ie, before the second blood sample).. 7 
In treated patients, the median range CD4+ T cell count was 300/mm3168-924 after 6 8 
months and 389/mm3 212-754 after 12 months. The HIV-RNA VL was undetectable for all 9 
tested patients after 6 and 12 months. Interestingly, one patient who had stopped cART 10 
after 7 months because of digestive side effects had maintained an undetectable viral load (< 11 





Here, we characterized 15 HICs who experienced HIV disease progression with 2 
immunological progression (CD4+ T cell count decrease) and/or uncontrolled HIV replication 3 
out of 217 patients from one of the largest well-defined cohort of HIV controller patients to 4 
date. The main conclusions that can be drawn are that (i) a history of profound 5 
immunological damages – as represented by the CD4+ T cell nadir – or a long term low level 6 
but detectable viral replication (between 50 and 400 RNA copies/ml) and higher HIV DNA 7 
load in blood are major determinants for further progression, (ii) HICs who will experience 8 
disease progression have higher levels of immunological activation and inflammation before 9 
progression. Altogether, these findings point to a subgroup of HIV controller patients who 10 
should benefit from closer follow-up and/or earlier therapeutic interventions. 11 
 12 
The frequency of progression seen in this cohort is of 6.9% when only confirmed progressors 13 
are considered. Limited data are published on this topic (14,18,20,21). Okulicz et al. 14 
described 3 out of 25 well defined elite controllers (12%) who underwent antiviral therapy 15 
during their follow-up (20). Hunt et al. found that 3 (10%) of 30 HIV controllers had CD4+ T 16 
cell count below 350/µL at study entry (14). These frequencies (10-15% of patients with 17 
CD4+ T cell decrease and/or viral escape) are in agreement with the frequency of viral loss of 18 
control reported in the largest study on the long term follow-up of HICs in the CASCADE 19 
collaboration (18). Indeed, Madec et al. reported 22 losses of virological control (15.7%) in 20 
140 HICs with a follow-up of 20 years (18). Indeed, the estimated probability of maintaining 21 




The analysis of putative clinically relevant events retrieved that 2 out of the 5 HICs 1 
experiencing loss of virological control had unprotected sexual intercourse. A similar 2 
circumstance probably accounts for the patient experiencing Chlamydia infection, a sexually 3 
transmitted infection, with subsequent progression. These events are suggestive of potential 4 
superinfections in these 3 patients. Nevertheless, the lack of sufficient plasma samples did 5 
not allow us to confirm this hypothesis by phylogenetic analyses (4). However, 6 
superinfections have already been documented in some HICs (25,31), with either 7 
maintenance of HIV control (4) or virological progression (25). This points out that elite 8 
control can be disrupted over time, particularly when the immune system become 9 
overwhelmed by a high viral input. In patients with high risk of superinfection, cART seems 10 
to be mandatory.   11 
 12 
With respect to immunological progression, two cases deserve attention, as they had 13 
recurrent bacterial infections. On one hand, such infections could contribute to an excessive 14 
inflammation leading to alteration of the CD4+ T cell homeostasia with an increase of viral 15 
replication (at least in the patient with Chlamydia infection and combined progression). One 16 
the other hand, they could also result from HIV-induce immune dysregulation with increased 17 
susceptibility to infection. Lastly, one patient had a diagnosis of B-cell lymphoma aroung the 18 
period of progression. In a similar manner, haematological malignancies could enhance 19 
immune activation and contribute to CD4 T cell decline and loss of immune antiviral control. 20 
However, these results do not allow us to draw conclusions on the causalty of these factors. 21 
Further prospective studies are needed to collect exhaustive data at the time of virological 22 




Aside from punctual documented events, one should consider each patient’s history of HIV 1 
control. We showed that the CD4+ T cell nadir, as well as the CD4+ T cell count at enrolment, 2 
but alsoa history of blips, and a higher ultrasensitive HIV RNA viral load at inclusion are 3 
possible determinants for further immunological progression. We previously showed that 4 
the presence of blips in HICs is associated with a higher probability of CD4+ decline (11). In a 5 
similar manner, Hunt et al.(14) found that, even if the CD4+ T cell count was globally stable, 6 
the time-to-CD4+ decline (< 350/µL) was statistically shorter in viremic controllers than 7 
inECs, underlying the link between a low-level viral replication and the CD4+ kinetics. 8 
Alteration of CD4+ T cell homeostasia and the level of viral replication both seem to 9 
contribute to CD4+ T cell attrition and immunological progression.  10 
Interestingly, the level of blood HIV DNA, which reflects the HIV reservoir, and a higher 11 
ultrasensitive HIV RNA viral load at inclusion seem to be associated with viral as well as 12 
immunological progression. Our data are in accordance with those from the CASCADE 13 
consortium: blips not followed by a return of non-detectability were associated with a higher 14 
risk of virological progression, introducing the notion of “pre-escape” blips (18).  15 
 16 
For the first time, we could also analyse the level of immune activation and systemic 17 
inflammation in HICs before the progression. In the literature, a correlation exists between 18 
CD4+ and CD8+ activation and the concomitant low-level viraemia, as well as a negative 19 
correlation with the CD4+ count (14,32). In our previous study on 70 HICs from the same 20 
cohort, we also observed that the levels of IP10 were stable over 2 years, and that IP10 21 
levels at inclusion in the cohort were negatively correlated with CD4+ T cell counts (15). 22 
Here, we extend this observation in that we show that patients with higher CD4+ or CD8+ T 23 
cell activation and IP10 levels at inclusion are at risk of experiencing further progression. 24 
16 
 
Moreover, T cell activation and IP10 levels are as elevated in progressor HICs as in 1 
treatement naïve viremic patients, whereas the same factors are similarly low in non-2 
progressor HICs and in ART-suppressed patients. We suggest that these parameters could be 3 
taken into account in order to optimize HICs’ follow-up and care. 4 
 5 
Combination ART is now recommended for all HIV-infected patients but the indication to 6 
treat all HIV controller patients remains controversial (33). Interestingly, in our work as in 7 
previous ones (14,20), the majority of HICs starting cART presented with solely 8 
immunological progression. The analysis of the effect of cART on the CD4+ kinetics was 9 
beyond the scope of our present study. However, some studies have evaluated the timing 10 
strategy of antiretroviral therapy in HICs (12,34,35). While the effect on HIV viral load is 11 
always achieved, the efficacy on CD4+ T cell reconstitution varies. HICs seem to have a slow 12 
CD4+ T cell recovery under cART (12), suggesting that an earlier initiation of therapy could be 13 
beneficial to HICs with a negative CD4+ T cell slope associated with immune activation. 14 
 15 
In conclusion, HIV controller patients form a heterogeneous group of HIV-infected patients 16 
with various definitions as recently pointed (36,37). This work shows that, in the French 17 
controllers cohort, about 7% of patients have experienced virological and/or immunological 18 
progression in a 5-year period. The history of HIV infection (CD4+ T cell nadir and kinetics, 19 
low-level HIV RNA viral load and blips, HIV DNA load) as well as the levels of baseline 20 
immune activation and inflammation, are major determinants to progression. All these 21 
parameters should be taken into account to stratify patients at risk in order to adjust their 22 
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Table 1. Characteristics of the study population at enrolment into the cohort. 
  
HICs with immune progression 
(n=10) 




Male gender, n (%) 3 (30) 3 (60) 98 (48,5) 
Age (years) 48 (43-56) 34 (32-34)*** 45 (39-50) 
Duration of known HIV infection 
(years) 18 (13-23) 5 (5-8)*** 13 (8-20) 
HLA B57+ (%) 3/9 (33) 1/5 (20) 65/165 (39,4) 
HCV+ status, n (%) 3 (30) 1 (20) 44 (22,8) 
CD4 T cell nadir (/mm3) 292 (236-373)*** 453 (413-463) 516 (412-681) 
CD4 T cell count (/mm3) 427(266-498)*** 643 (527-1447) 761 (579-950) 
Ultra-sensitive HIV RNA 
(copies/mL) 117 12-274** 296 49-1377** 12 4-45.25 
Total HIV DNA (/106 PBMCs) 19.5 11-49.25 80.5 37.25-318* 11 10-45 
% of detectable VLs during 
history 35 (17-52)* 32 (17-47) 21 (18-25) 
Elite controllers (%) 1 0 67 
Results are shown as median (25-75 IQR) or %, respectively. All comparisons performed relative to the non-progressor HICs 





FIGURE LEGENDS 2 
 3 
Figure 1. Flow chart of the study population. ANRS: Agence Nationale de Recherche sur le 4 
SIDA et les hépatites virales, ART: antiretroviral therapy, CODEX: COhorte Des EXtrêmes, 5 
HICs: HIV controllers 6 
Figure 2. Examples of immunological (A), combined (B) and virological (C) progression 7 
situations. 8 
Figure 3. Comparison of immune activation parameters in HICs at risk of immunological or 9 
virological progression vs. non-progressor HICs, compared with ART-treated patients, chronic 10 
viremic patients and healthy donors.. A. Frequency of circulating activated HLADR+CR38+ 11 
CD4 T cells. B. Frequency of circulating activated HLADR+CR38+ CD8 T cells. C. Circulating 12 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 2 
Supplemental Table 1. Characteristics of the CD4 T cell count and the HIV RNA 








CD4 T cell count (/mm3) 320 301-336 725 530-759 
Ultra-sensitive HIV RNA 
(copies/mL) 132 39-858 2210 2119-3085 











EXISTENCE D’UNE INFLAMMATION NON CONTROLEE CHEZ LES PATIENTS HIV 
CONTROLLERS Lors du Travail n°1, nous avons mis en évidence le fait que les patients HIV controllers, en dépit d’une charge virale faible, présentaient une production accrue de certaines cytokines et chimiokines inflammatoires, en particulier IP10, TNFα et le marqueur d’activation monocytaire CD14 soluble. Cette inflammation persistait dans le temps et était associée à des taux de CD4 bas. Ces observations ont soulevé de nombreuses questions, renvoyant à la génèse de l’inflammation et aux mécanismes de la baisse des LT CD4 au cours de l’infection par le VIH.  En effet, comme nous l’avons décrit, l’activation immunitaire chronique et l’inflammation en résultant sont des faits connus au cours de l’infection par le VIH, en particulier chez les patients virémiques. Notamment, les taux circulants d’IL6, de CRP ultra-sensible et de marqueurs d’activation de la coagulation ont été les premiers à être associés à la morbidité et la mortalité des patients, en lien avec la charge virale ARN du VIH et l’activation immune (Boulware et al., 2011; French et al., 2009; Kuller et al., 2008; Rodger et al., 2009). Cependant, il a pu être montré que chez les patients traités, cette inflammation diminuait mais ne retournait pas au même niveau que les personnes non infectées (Bastard et al., 2012; French et al., 2009; Hsue et al., 2009).  Ceci renvoie au fait que malgré une CV VIH indétectable sous traitement antirétroviral, certains patients ne reconstituent pas complètement leurs lymphocytes T CD4 circulants (Hunt et al., 2008; Kamat et al., 2010), parallèlement au maintien d’une activation lymphocytaire importante (Hunt et al., 2008). Il semble ainsi que le poids de facteurs 
distincts de la réplication virale en tant que tel, soient impliqués dans 
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l’établissement de l’activation/inflammation. Nos résultats vont dans ce sens, en montrant que : 
(i)        les patients strictement indétectables de notre étude, à savoir les patients « elite controllers » (n’ayant jamais présenté de blips de réplication virale), et les patients contrôlés sous traitement ARV, présentaient des taux d’IP10 et de TNFα supérieurs à ceux des personnes non infectées 
(ii)        il n’existait pas de corrélation directe entre la charge virale plasmatique (en ARN) et le taux de cytokines ou chimiokines circulantes 
(iii) il existait des différences dans l’expression des biomarqueurs des patients sous ARV et des elite controllers – pourtant similaires en terme de charge virale, avec en particulier des taux d’IL6 et d’IL10 plus élevés chez les patients traités.  
PROFIL D’EXPRESSION CYTOKINIQUE DES HICS ET CAUSES SUGGEREES Afin de déterminer les facteurs concourant à l’établissement et au maintien d’une inflammation systémique chez les patients HIV controllers, nous avons tout d’abord analysé le « profil » de production de cytokines/chimiokines chez les patients HIV controllers de notre étude. Nous avons ainsi observé que les taux de TNF étaient similaires chez les patients virémiques et les HIV controllers (qu’ils soient elite ou qu’ils aient présenté des blips de réplication virale). Par ailleurs, les taux de CD14 solubles étaient superposables entre les patients HIV controllers ayant présenté des blips (non-elite HICs) et les patients indétectables sous traitement ou virémiques chroniques. Ces reflets de l’inflammation ont été décrits au cours du VIH comme associé à la réplication virale (Aukrust et al., 1999; Cozzi-Lepri et al., 2011; Marchetti et al., 2011). Néanmoins, ils n’étaient pas 
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réplication virale préalable à l’introduction du traitement, et des dommages tissulaires préalables plus importants (Brenchley et al., 2006). Nous n’avons, dans notre étude, pas observé de différence dans les taux de CRP ultra-sensible entre les différents groupes de patients, comme cela a pu être évoqué dans d’autres études (Bastard et al., 2012; Pereyra et al., 2012).  Nous avons observé que, chez les HICs, plusieurs biomarqueurs (IP10, IL6, CD163 soluble, MCP1) étaient associés à l’expression des marqueurs d’activation lymphocytaire T CD4 et CD8 (HLA-DR et CD38). Par ailleurs, l’activation du compartiment monocytaire et son rôle dans l’activation immunitaire et l’inflammation sont de plus en plus analysés depuis les dernières années, et nous avons montré que les taux de CD14 et de CD163 solubles chez les HICs étaient inversement corrélés au nombre de LT CD4 circulants. Concernant les HICs, Pereyra et al montrent que le contingent de monocytes activés CD14loCD16+ est associé au risque d’athérosclérose, parallèlement aux taux de CD163 soluble (Pereyra et al., 2012). Plus encore, Krishnan et al (Krishnan et al., 2014) montrent que, comparativement à des témoins sains, les patients elites ont plus de monocytes CX3CR1+ (ayant un rôle dans la migration tissulaire et le risque d’athérosclérose) et moins de monocytes CCR2+ (impliqués dans la clairance des pathogènes).   L’altération des barrières muqueuses est responsable d’une translocation des produits bactériens et, entre autre, de la production de cytokines/chimiokines par les monocytes activés en réponse à l’engagement de la voie du LPS/TLR4 (Brenchley et al., 2006; Marchetti et al., 2011). L’étude de Krishnan et al montre que les monocytes des elites s’activent plus en réponse au LPS et activent l’endothélium, en produisant de plus 
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grandes quantités de facteur tissulaire et d’IL1 (Krishnan et al., 2014). Si nous n’avons pas pu étudier le phénotype des monocytes conjointement à l’étude des biomarqueurs, nous avons voulu analyser les liens avec d’autres marqueurs de translocation microbienne. Le dosage du LPS nécessitant des tubes spécifiques sans endotoxine, nous avons choisi de quantifier l’ADN ribosomal 16S bactérien (Kramski et al., 2011), sans mettre en évidence de corrélation directe entre les taux de cytokines/chimiokines et la translocation microbienne (donnée non publiée).  
Les patients HIV controllers présentent ainsi des marqueurs d’inflammation élevés 
sans lien direct avec la charge virale du VIH ou la translocation 
bactérienne.L’activation monocytaire est en outre un phénomène important à 
caractériser chez les patients controllers.  
IP10 COMME BIOMARQUEUR D’INFLAMMATION CHEZ LES PATIENTS HIV CONTROLLERS Nous avons pu montrer que le biomarqueur permettant le mieux de distinguer les HICs des personnes non infectées comme des autres patients infectés est IP10. Notamment, nous avons observé que cette production d’IP10 était stable dans le temps, avec des taux similaires entre le dosage à l’inclusion dans la cohorte, à 1 an et à 2 ans. Cette expression n’était pas corrélée à la charge virale ou au taux d’ADN viral cellulaire (reflétant les réservoirs viraux), mais était associée à l’expression des marqueurs d’activation immunitaire T CD4 et CD8.  IP10 est une C-X-C chimiokine dépendante de l’engagement de la voie des Interférons de type I et III (Stylianou et al., 2000) – il s’agit en ce sens d’un ISG. Elle est produite par de multiples cellules, incluant les monocytes et les lymphocytes activés, mais également les 
 156 
neutrophiles, les éosinophiles ou certaines autres cellules épithéliales (Liu et al., 2011). Elle interagit avec le récepteur CXCR3, exprimé à la surface des cellules de l’immunité comme les lymphocytes T et B activés, les cellules NK, les cellules dendritiques et les macrophages. Une des premières fonctions de l’interaction IP10/CXCR3 est donc une fonction de chimiotactisme des cellules exprimant CXCR3 vers le site de production principal de la chimiokine. Dans le cadre de la pathologie associée au VIH, il a été montré dès le milieu des années 1990 que cette chimiokine était impliquée dans le développement de l’encéphalopathie (Sanders et al., 1998; Sasseville et al., 1996), l’alvéolite CD8 (Agostini et al., 2000) et la baisse des CD4 (Stylianou et al., 2000). Dans ces situations, IP10 semble produit par les astrocytes, les cellules pulmonaires et les cellules immunitaires en réponse indirecte (IFNα et γ - médiée) à la présence du virus dans les ganglions ou le système nerveux central, permettant le recrutement – notamment – de lymphocytes T CD8+CXCR3+ au site inflammatoire. Une autre fonction évoquée dans le cadre de la pathologie associée au VIH est un rôle dans l’induction de la réplication virale au sein des cellules CXCR3+. Lane et al. (Lane et al., 2003) ont ainsi montré par un modèle in 
vitro que l’apport d’IP10 augmentait la transcription de VIH au sein de macrophages dérivés de monocytes et de cellules mononuclées sanguines, suggérant un intérêt – non confirmé depuis – du blocage de l’axe IP10/CXCR3 afin de réduire la progression de la maladie. Enfin, IP10 exerce une fonction d’apoptose sur les cellules CXCR3+. Ceci a par exemple été montré dans un modèle d’encéphalite SIV, où la production d’IP10 par les astrocytes était responsable d’une apoptose neuronale par un mécanisme d’activation de la caspase-3 (Sui et al., 2004) et de mouvements calciques intracellulaires (Sui et al., 2006). Dans cette optique, un rôle d’IP10 dans l’exhaustion, l’hypofonctionnalité ou 
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l’apoptose des lymphocytes T CD4 activés peut également être évoqué (Ramirez et al., 2014). Différentes études de patients en primo-infection (Jiao et al., 2012; Liovat et al., 2012) ou en phase chronique de la maladie (Kamat et al., 2010; Malherbe et al., 2014; Stylianou et al., 2000) ont ainsi mis en évidence que des taux plus élevés d’IP10 étaient associés à un taux plus bas de CD4 ou à un défaut de restauration immunitaire sous traitement. De même, il a été montré que les taux d’IP10 étaient associés à une charge virale plus élevée (Berenguer et al., 2012; Jiao et al., 2012; Liovat et al., 2012) et que la production de cette chimiokine se situait sous la dépendance de la voie TLR7/9 et IFN type I (Simmons et al., 2013; Stylianou et al., 2000). Enfin, certains auteurs ont proposé que le taux de cette molécule puisse être proposé comme marqueur prédictif de l’évolution de la maladie (Liovat et al., 2012).  
REGULATION DE LA PRODUCTION D’IP10 : PERSPECTIVES DE TRAVAIL Nous avons donc suggéré qu’IP10 était un marqueur pouvant refléter l’état d’inflammation des patients HIV controllers, de manière indirectement liée à la charge virale VIH ou l’inflammation muqueuse, mais sous la dépendance de l’activation immunitaire cellulaire et de l’engagement de la voie de l’Interféron.  Une étude plus précise de la régulation de la production d’IP10 au cours du VIH, et chez les patients HIV controllers en particulier, est importante. Ainsi, l’analyse de la production d’IP10 au sein des sous-populations lymphocytaires Th1, Th17 ou T régulatrices, ainsi que des monocytes ou les autres cellules du système immunitaire, estnécessaire. Par ailleurs, l’analyse des liens avec les différents stimuli mentionnés 
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(IFN, LPS, peptides viraux) permettrait de mieux comprendre ses mécanismes de contrôle. Il a pu être montré dans le modèle d’infection par le VHC, que deux isoformes d’IP10 étaient retrouvés, tant au niveau plasmatique qu’au niveau tissulaire (hépatique)(Casrouge et al., 2011; Ragab et al., 2013). Une forme courte d’IP10 est un « antagoniste » de la forme longue naturelle, responsable du homing des lymphocytes CXCR3+. Un défaut de forme courte d’IP10 pourrait être responsable d’un excès de recrutement lymphocytaire et d’inflammation chez les patients infectés par le VIH, associé à une plus grande diminution des lymphocytes T CD4. Cette forme courte d’IP10 est obtenue après clivage par la dipeptyl-peptidase 4 (DPP4), dont une forme soluble ainsi que l’activité biologique sont quantifiables. Les relations entre l’activité de la DPP4 soluble et le ratio des formes courtes et longues d’IP10 est en cours dans un travail collaboratif avec l’équipe du Dr Michaela Müller-Trütwin chez les patients de la cohorte déjà étudiés pour l’analyse des biomarqueurs, en lien avec les paramètres d’activité immunitaire et l’évolution de leurs CD4.  Enfin, la régulation de l’action d’IP10 est également dépendante de son récepteur, CXCR3, à la surface des lymphocytes T. Ainsi, il existe trois formes de CXCR3 – CXCR3-A, CXCR3-B et CXCR3-alt, résultant de variants d’épissage et se liant différemment à IP10 (Aksoy et al., 2006). CXCR3-A et CXCR3-alt sont fréquemment coexprimés et sont responsables des effets de prolifération cellulaire et de homing lymphocytaire au site infecté. A l’inverse, l’engagement de CXCR3-B, en réponse à IP10, semble avoir un effet anti-prolifératif (Liu et al., 2011). Au cours du VIH, il a été suggéré que chez les patients virémiques, un défaut de l’expression de CXCR3 était associé à une progression plus rapide de l’infection, par un défaut de recrutement lymphocytaire T au niveau des 
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ganglions (Brainard et al., 2007). Ces patients présentant de faibles niveaux de CXCR3 présentaient ainsi des charges virales plus élevées et des taux de CD4 plus bas. Néanmoins, ces données sont contradictoires, d’autres auteurs évoquant que l’expression de CXCR3 augmente avec l’infection à la surface des LT CD8 circulants (Kimball et al., 2011), en rapport avec l’activation immunitaire. Le rôle de CXCR3 et, surtout, de l’expression de ses variants d’épissage, en lien avec les isoformes d’IP10 et les paramètres d’inflammation et d’activation immunitaire, pourrait être intéressant afin d’analyser leurs comportements lors de diverses phases de l’infection.  
Ces observations concernant le rôle potentiel d’IP10 chez les patients HIV 
controllers renvoient également aux interactions entre la voie de l’Interféron et 
l’activation immune et l’inflammation au cours de l’infection par le VIH.  
ROLE DE LA VOIE DES IFN/ISGs DANS L’ACTIVATION IMMUNE ET 
L’INFLAMMATION OBSERVEE CHEZ LES PATIENTS HIV CONTROLLERS Dans le travail n° 2, nous avons utilisé une autre approche d’étude de la voie des interférons par l’analyse de l’expression de certains ISGs au sein de LT CD4, LT CD8 et monocytes circulants chez les patients HIV controllers, comparativement à d’autres patients infectés à différentes phases de l’infection.  
IMPACT DE LA CHARGE VIRALE VIH DANS LA REGULATION DE LA PRODUCTION D’ISGS Dans un premier temps, nous avons observé un effet lié à la réplication virale sur l’expression de plusieurs ISGs analysés (ifitm1, pkr). En effet, ces deux ISGs étaient plus élevés chez les patients virémiques que chez les témoins sains, indépendamment du type cellulaire analysé. Cette observation est consistante avec celles de la littérature. En 
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effet, de multiples études montrent une augmentation de l’expression de gènes induits par l’interféron, qu’elles aient été conçues par des analyses de transcriptomiques (Hyrcza et al., 2007; Krishnan et al., 2014; Rodger et al., 2009; Smith et al., 2010) ou en mesurant des gènes induits pris isolément en PCR quantitative (Hardy et al., 2013), chez les patients virémiques, par opposition à des patients ayant une virémie indétectable (sous traitement ou non). Notamment, les travaux de Hyrcza et al (Hyrcza et al., 2007) avaient permis de caractériser l’expression d’ISGs par une approche transcriptomique confirmée en PCR quantitative et révélaient que le niveau d’expression variaient en fonction du niveau de contrôle viral (les témoins sains et les LTNPs formant un groupe distinct des patients virémiques). Nous avons ainsi observé que, chez les patients HIV controllers, le niveau d’expression des ISGs était, exception faite d’ifitm1, globalement superposable à celui des témoins non infectés. Ce résultat est similaire aux données existantes dans la littérature, qui montrent une réduction de l’expression des ISGs chez les HICs comparativement aux patients virémiques (Hyrcza et al., 2007; Krishnan et al., 2014), suggérant que la production d’ISGs pouvait être en partie dépendante de la charge virale et non nécessairement responsable du contrôle du virus.  Nous nous sommes cependant initialement interrogés sur le fait que les profils d’expression de tous les gènes n’était pas superposables (Figure 1, Article 2), afin notamment d’interpréter l’expression de ces ISGs chez les patients HIV controllers. Cette régulation distincte de l’expression de nos 4 ISGs repose en partie sur le choix des gènes que nous avons étudiés : - mxA fait partie de la famille des GTPases. Les protéines MxA ont une activité antivirale tant cytosolique que intranucléaire en fixant la nucléocapside virale et en inhibant la 
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transcription et la réplication virale. Leur production est sous la dépendance exclusive des IFN de type I et, a minima, de type III, par l’engagement de STAT1, et n’est pas directement inductible par le virus (incluant le VIH) (Haller and Kochs, 2011). -pkr est exprimé constitutivement dans tous les tissus à l’état inactivé et est inductible tant par les IFNs de type I et III que directement par les ARN viraux double brin. La protéine PKR empêche la traduction des protéines virales par la phosphorylation des protéines de la capside, et a été plusieurs fois étudié au cours du VIH (Clerzius et al., 2011; Schneider et al., 2014) -ifitm1 joue un rôle antiviral en inhibant probablement la production du virus, par opposition aux autres membres de la famille IFITM (2 et 3) qui bloquent l’entrée cytosolique. Ifitm1 est exprimé par de nombreuses cellules à l’état basal, et est inductible par les IFN de type I, mais également de type II ainsi que par les cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL6 (Diamond and Farzan, 2013; Lu et al., 2011; Schneider et al., 2014) -ifit1présente une activité antivirale par des mécanismes variés. Il inhibe la traduction virale et la réplication en reconnaissant le 5’ triphosphate et le défaut de methylation en 2’-0 des ARN viraux (influenza, coronavirus). En dehors de son induction par l’IFN de type I, il peut être induit par le virus directement via IRF3, appartenant en ce sens à la famille des viral-stress inducible genes (VSIGs)(Diamond and Farzan, 2013)  Nos observations soulignent donc la complexité de la régulation de chaque gène choisi, en fonction de ses capacités d’induction directes par le virus (pkr, ifit1), ou bien exclusivement par la voie de l’Interféron (mxA) ou encore par des mécanismes dépendant de l’état d’activation immunitaire et d’inflammation (ifitm1), expliquant ainsi l’hétérogénéité des corrélations avec la charge virale ARN du VIH. Ces constats 
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pourraient expliquer qu’il existe une corrélation directe entre la charge virale et le niveau de certains ISGs (ex : pkr) chez les patients infectés, et que celle ci soit moins systématique pour d’autres ISGs étudiés. 
Ainsi, la production des ISGs est le résultat de l’action conjointe du virus et de 
plusieurs facteurs dépendant du type cellulaire (état d’activation cellulaire et 
environnement inflammatoire, sensibilité à l’IFN de type I …).  
SUREXPRESSION D’IFITM1 CHEZ LES HICS ET LIENS AVEC L’ETAT D’ACTIVATION IMMUNITAIRE De manière intéressante, nous avons observé qu’ifitm1 était le seul gène étudié significativement plus élevé au sein des LT CD4 des HICs que des témoins sains, en dépit d’une charge virale indétectable.  En outre, si aucune corrélation entre le niveau de charge virale ARN du VIH et le niveau d’expression d’ifitm1 n’était retrouvée, des corrélations positives avec les marqueurs d’activation cellulaire étaient présents. Ainsi, considérant tous les patients infectés, l’expression d’ifitm1 au sein des T CD4 et T CD8 était liée à l’activation HLADR+CD38+ des LTCD4 et LTCD8, respectivement. De même, l’expression d’ifitm1 au sein des monocytes était liée aux taux de CD14 soluble. Ceci est en lien avec la description donnée ci-dessus des mécanismes de régulation d’ifitm1, partiellement sous la dépendance de l’état d’inflammation/activation (Diamond and Farzan, 2013), et à l’instar de ce qui est décrit pour d’autres facteurs de restriction (Raposo et al., 2013). Plus encore, le lien entre activation T CD4 et niveau d’expression d’ifitm1 était conservé en ne considérant que les HICs, suggérant un rôle spécifique de la protéine IFITM1 chez ces patients, en association avec le faible niveau d’activation résiduelle. Cette observation renvoie à l’étude des facteurs de restriction du VIH et leur rôle potentiel dans les mécanismes de contrôle anti-viral des patients HIV controllers. Parmi 
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les facteurs de restriction étudiés ces dernières années, il a pu être montré que la pression exercée par TRIM5 pouvait jouer un rôle important chez les patients porteur de l’allèle HLA B57 (Granier et al., 2013). Récemment, Abdel-Mohsen et al ont décrit que 
schlafen11 , un facteur de restriction agissant en inhibant la synthèse protéique virale, était présent à des niveaux équivalents dans les LT CD4 des patients elite controllers et des témoins non infectés, de manière significativement plus élevée que chez des virémiques ou des patients sous ARV (Abdel-Mohsen et al., 2013). De la même manière, une étude très récente montre que l’expression de samhd1, un facteur de restriction jouant en régulant le pool de nucléotides triphosphates disponibles (Laguette et al., 2011), est accrue dans les CMSPs des elite controllers comparée à celle chez des patients progresseurs (Riveira-Muñoz et al., 2014). Ce résultat reste néanmoins à confirmer car il n’a pas été retrouvé par nos collaborateurs (Asier Saez-Cirion, données non publiées).  Dans ce contexte, il semble important d’analyser le rôle d’ifitm1 comme facteur de restriction potentiel du VIH. Lu et al ont montré que les protéines IFITMs, au nombre de 3, avaient un rôle dans la restriction in vitro de la production du virus (Lu et al., 2011). Les protéines IFITM2 et 3 bloquent l’entrée du virus, et IFITM1 pourrait jouer un rôle en régulation la production de gag. D’autres équipes ont montré que les propriétés des protéines IFITMs (notamment, l’état de palmitoylation) était différentes dans leur rôle anti-VIH et dans la défense contre d’autres virus, tels la grippe (Chutiwitoonchai et al., 2013). Enfin, un équilibre entre la quantité de virus et celle d’IFITM1 est important pour maintenir le rôle de facteur de restriction de ces protéines. En effet, le virus, par un mécanisme dépendant de Vpu, est capable de dépasser les capacités de restriction d’IFITM1, à l’instar de ce qui est décrit des interactions Vif-APOBEC3G ou Vpx-SAMHD1 (Ding et al., 2014).  
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Ifitm1 a souvent été analysé par des techniques de transcriptomique visant à étudier la signature Interféron globale, et apparaissait alors en lien avec le reste du profil d’expression génique, uprégulé chez les patients virémiques et downrégulé ou similaire aux témoins non infectés chez les patients controllers (Hyrcza et al., 2007; de Masson et al., 2014; Rotger et al., 2010, 2011). Notre analyse suggère qu’ifitm1 pourrait être induit au sein des LT CD4 des HICs en réponse à l’état d’activation immunitaire résiduel chez ces patients. Nous ne pouvons, sur la base de cette étude, tirer aucune conclusion précise quant à son éventuel rôle de facteur de restriction impliqué dans le contrôle antiviral chez les HICs. Néanmoins, cette hypothèse est intéressante et pourrait s’inclure dans le phénotype de contrôle antiviral naturel de certains HICs, n’exprimant pas d’autres corrélats de protection (ex : HICs ne portant pas l’allèle HLA B27 ou B57).  
La caractérisation précise du rôle d’ifitm1 chez les patients HIV controllers est 
importante, en lien avec l’étude du rôle de l’activation lymphocytaire T et 
monocytaire. 
 
ROLE DE L’ACTIVATION DU COMPARTIMENT MONOCYTAIRE Nous avons choisi d’analyser l’expression des ISGs au sein de trois-sous populations cellulaires. Cette méthode nous a permis d’aborder cette problématique de manière distincte des autres études de la littérature. En effet, l’essentiel des études jusqu’à présent analysait, soit l’expression quantitative de certains ISGs donnés dans les PBMCs totaux ou les CD4 / CD8, soit des profils d’expression géniques par analyse transcriptomique au sein des T CD4, T CD8 ou monocytes (Rotger et al., 2010; Wu et al., 2011, 2013a, 2013b). Nous avons voulu quantifier l’expression des ISGs dans les 
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monocytes, comparativement notamment aux LT CD4 (ces deux populations cellulaires expriment le corécepteur d’entrée CD4). Les études récentes dans les groupes de patients non-progresseurs à long terme ont permis de montrer des distinctions dans leur signature monocytaire comparativement aux patients virémiques progresseurs (Wu et al., 2013b). En particulier, les patients virémiques présentaient une diminution des gènes associés aux voies impliquant les TLR, JAK-STAT ou du cycle cellulaire par opposition aux LTNPs.  Pour notre part, nous avons observé que l’expression d’ifitm1 au sein des monocytes était associée au taux de CD14 soluble, considérant tous les patients inclus. Ce résultat est dans la lignée de l’analyse du rôle d’IP10. En effet, outre l’aspect « bénéfique » de l’inflammation permettant d’induire des potentiels facteurs de restriction, l’activation excessive du comportement monocytaire et les taux élevés d’ISGs (IP10 et ifitm1, dans nos travaux) sont associés à des taux plus bas de LT CD4.  Cette interaction entre les gènes induits par l’interféron et l’activation monocytaire a été soulignée récemment (Xu et al., 2014). Ainsi, Ly6e, un gène partiellement induit par l’IFN, est capable de moduler négativement l’expression de CD14 et de réduire l’hyperactivation induite par le LPS dans le contexte de la translocation de produits microbiens. 
Ainsi, de nombreuses voies de régulation des monocytes et des ISGs existent et 
doivent être approfondies dans le but de contrôler l’activation immune et 
l’inflammation chez les patients HIV controllers.    
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ANALYSE D’AUTRES FACTEURS DE REGULATION DE LA PRODUCTION D’ISGS Comme nous l’avons suggéré plus haut, la régulation des gènes induits par l’interféron est complexe et dépend de l’action conjointe du virus et de plusieurs facteurs dépendant du type cellulaire : production d’IFN de type I et sensibilité à cette cytokine, état d’activation cellulaire et environnement inflammatoire, signalisation intracellulaire…  Nous n’avons pas choisi de doser la quantité d’IFN plasmatique chez les patients étudiés, bien qu’il eût été intéressant d’analyser le poids relatif de cette cytokine par rapport à la charge virale VIH et à l’inflammation comme responsables de la production d’ISGs. Le lien entre les taux plasmatiques d’IFN type I et ses conséquences biologiques est débattu, entre autre du fait de sa faible quantité mesurable, et de concentrations bien plus faibles que celles utilisées in vitro pour étudier son effet sur les cellules. L’équipe de Michael Ledermann a quant à elle utilisé le dosage de l’activité plasmatique de l’IFN de type I (Hardy et al., 2013), montrant ainsi que cette activité était corrélée aux taux plasmatiques d’IFN type I, à la charge virale VIH, l’intensité d’expression de CD38 à la surface des LT CD8 mémoires, et inversement au taux de CD4. Cependant, cette bioactivité était mesurée en équivalent d’unités d’IFN2, et ne reflète pas l’intégralité des effets des sous types d’IFN, et ne prend pas non plus en compte les autres IFN de type I. Enfin, le dosage de l’IFN de type I en tant que tel n’est pas le meilleur reflet des effets biologiques de cette cytokine, car sa production se situe probablement plus au niveau des organes lymphoïdes qu’en périphérie (Harris et al., 2010; Jacquelin et al., 2009).  Nous avons voulu analyser si la capacité de chaque type cellulaire à répondre à l’Interféron jouait un rôle sur l’expression des ISGs, et si ce niveau de régulation avait un 
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impact chez les patients HIV controllers. Cette analyse partait de l’hypothèse que chez les patients infectés chroniquement, les cellules de la lignée monocytaire étaient moins sensibles à la restimulation par l’Interféron, expliquant un moindre effet anti-viral de cette cytokine (Hardy et al., 2009). Nous avons donc étudié le niveau d’expression du récepteur à l’IFN de type I à la surface des cellules analysées. Le récepteur à l’IFN de type I est un hétéro-dimère (IFNAR1/2). Le récepteur de type 1 est exprimé à la surface des cellules, permet la reconnaissance de divers sous-types d’IFN de type I et la transduction de signal via Tyk2 et STAT1/2. A l’inverse, le récepteur de type 2 existe sous plusieurs isoformes, dont certaines (IFNAR2b) jouent un rôle inhibiteur des effets de l’IFN de type I. En outre, il existe une isoforme soluble d’IFNAR2, rendant complexe l’étude de cette sous-unité. Nous avons donc choisi de ne quantifier que l’expression d’IFNAR1 membranaire. Pour ce faire, nous avons, pour chaque prélèvement des patients inclus dans la Travail n°2, effectué un marquage sur sang total combinant des anticorps anti-IFNAR au mélange d’anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 et anti-CD14 utilisé. Un contrôle par isotype était utilisé par ailleurs, afin de quantifier en cytométrie de flux la moyenne d’intensité de fluorescence spécifique du récepteur IFNAR. Hardy et al avaient montré que l’expression d’IFNAR1 était réduite chez les patients virémiques en phase chronique à la surface des monocytes, et que cette expression était inversement corrélée à la charge virale du VIH (Hardy et al., 2009). Ils montraient également que l’expression de pSTAT1 était réduite dans les monocytes des patients, justifiant leur moindre réponse à l’IFN. Notre hypothèse a priori était que les HICs avaient une expression d’IFNAR1 supérieure à celle des patients virémiques, leur permettant de mieux répondre à l’infection – ou à des épisodes de blips de réplication – par un effet rapide et résolutif de l’IFN de type I, 
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poursuivant l’idée d’une voie fonctionnelle de l’IFN de type I à l’instar des résultats obtenus sur l’étude des pDC (Barblu et al., 2012; Machmach et al., 2012). Nos résultats n’ont pas permis de montrer de différence dans l’expression d’IFNAR1 à la surface des LT CD4, LT CD8 ou monocytes dans les 4 groupes de patients étudiés (Figure 16). 
 
Figure 16. Expression membranaire du récepteur à l’IFN de type I IFNAR1 selon les 
différents types cellulaires (LT CD4, CD8 et monocytes circulants) des patients virémiques, 
sous traitement ou HIV controllers, comparativement aux témoins sains (TS). Expression 
en médiane d’intensité de fluorescence.  Il est possible, d’une part, que le nombre de patients inclus ait été trop faible pour assurer la puissance nécessaire à ce type d’analyse. D’autre part, les patients virémiques inclus étaient probablement différents (multiples comorbidités, infections opportunistes) de ceux inclus dans l’étude de Hardy, nous empêchant de reproduire leurs résultats. Néanmoins, cette ouverture reste intéressante et mérite d’être analysée de manière plus approfondie.  
LIMITES ET PERSPECTIVES CONCERNANT L’ETUDE DES ISGS CHEZ LES HICS Outre le nombre de patient inclus, plusieurs limites à notre étude des ISGs nécessitent d’être discutées. D’une part, le choix des ISGs analysés, bien que justifié (cf. ci dessus), 
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n’est pas exhaustif et limite les conclusions possibles. Une approche correcte eût été une approche transcriptomique, afin d’étudier un plus grand nombre de gènes et de permettre des analyses en clusters pouvant dégager des conclusions plus globales. Concernant le choix d’autres ISGs éventuels à analyser en PCR quantitative, la question du rôle de certains ISG impliqués récemment comme facteurs de restriction du VIH (samhd1, mx2, isg15…) se pose (Goujon et al., 2013; Laguette et al., 2011). Nous n’avons pas pu encore amplifier le gène ip10, comme prévu intialement, au sein de ces diverses populations avec les amorces mises au point au laboratoire. Enfin, nous n’avions pas accès à des prélèvements profonds (muqueuse rectale, ganglions), qui auraient pu donner des informations importantes quant à la génèse de l’activation des voies de l’IFN de type I (Hyrcza et al., 2007; Jacquelin et al., 2009; Smith et al., 2010).  Parmi les perspectives, des études ultérieures visant à analyser la transduction du signal sous IFNAR et la régulation intracellulaire de la production des ISGs devront être réalisées, afin d’étudier, chez les patients HIV controllers : -les capacités de réponse à l’Interféron des lymphocytes T et des monocytes -les capacités de production des VSIGs (pkr, ifit1) en réponse à la stimulation virale directe (sans passer par les pDCs et la voie IFN) -les voies de rétrocontrôle, par l’étude de l’expression des gènes socs1 et socs3 En effet, ces études sont importantes, dans la logique actuelle d’essais de traitement par agonistes de l’Interféron, afin de faire la part des choses entre les risques d’une exposition au long cours à l’Interféron et les bénéfices attendus par son utilisation (Abdel-Mohsen et al., 2014; Azzoni et al., 2013).  
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Une meilleure maîtrise des liens entre faible charge virale, voie de l’Interféron, 
activation immune résiduelle et baisse des LT CD4 permettront également de 
préciser les raisons des échappements immuno-virologiques et les stratégies à 
adopter pour les anticiper.  
EVENEMENTS DETERMINANTS LES PERTES DE CONTRÔLE AU COURS DU VIH Dans ce contexte, nos résultats montrent que, même à charge virale très basse comme chez les elite controllers, les taux d’IP10 et de certains ISGs comme ifitm1 restent anormalement élevés, sont corrélés à l’activation immunitaire ainsi qu’à des taux de lymphocytes T CD4 plus bas.  
PLACE D’IP10 ET DES BIOMARQUEURS D’INFLAMMATION DANS L’ARSENAL DE SUIVI DES PATIENTS 
HIV CONTROLLERS Nous avons montré dans le travail n°1 qu’IP10 était associé à un taux de LT CD4 significativement plus bas. A l’image de l’étude d’A-S Liovat (Liovat et al., 2012), la question d’un rôle « prédictif » d’IP10 dans la progression de la maladie chez les patients HIV controllers s’est posée. En particulier, cibler le poids de ce biomarqueur dans l’identification de patients à risque de progression immuno-virologique – et donc nécessitant précocément un traitement – nous semblait important.   La stratégie utilisée pour préciser la place des biomarqueurs dans l’arsenal de suivi peut être discutée. En effet, afin d’identifier une « signature » de biomarqueurs associée à un phénotype donné, beaucoup d’études – dont la nôtre – ont utilisé une approche multiplex permettant d’analyser plusieurs facteurs concomitamment. Cette stratégie multiplex présente plusieurs écueils : 
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identifiés, et Madec et al rapportent 22 pertes de contrôle virologique sur un suivi de 20 ans. Cette proportion de 15.7% est supérieure à celle observée dans la cohorte française, mais avec un suivi plus long. En effet, la probabilité estimée de maintien du contrôle anti-VIH semble être de 74% à 15 ans, tenant compte des données censurées par des analyses de Kaplan-Meier. Ce type d’analyse statistique n’a pas pu être pratiquée dans notre étude car nous avons estimé que, si la date de point d’analyse pouvait se situer au moment de l’échappement confirmé, ni la date du diagnostic d’infection par le VIH ni la date d’entrée dans la cohorte ne constituaient de bonnes dates de début de suivi – la date de diagnostic ne correspondant pas à une date de séroconversion dans CODEX.  
ANALYSE DES CAUSES D’ECHAPPEMENTS IMMUNO-VIROLOGIQUES Nous avons tout d’abord analysé si des évènements cliniques étaient associés à des pertes de contrôle chez les patients controllers. Pour ce faire, nous nous sommes basés sur le rapport des évènements déclarés par les patients et les médecins investigateurs de la cohorte CODEX, dans les cahiers d’investigations renvoyés au centre de méthodologie et de gestion. Cette méthodologie prospective sur la cohorte nous a permis d’être le plus exhaustif possible, en comparaison avec les analyses rétrospectives faites dans d’autres études de patients elite controllers.  Ainsi, deux patients parmi les 5 ayant présenté un échappement virologique ont rapporté avoir eu des relations sexuelles non protégées dans les mois précédant l’échappement. Il n’est pas possible de conclure à l’imputabilité directe de ces relations sexuelles, dans le sens où la proportion de HICs rapportant des relations sexuelles non protégées mais ayant conservé leur capacité de contrôle antiviral était similaire. Néanmoins, une hypothèse pourrait être, chez les patients en échappement, une 
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superinfection par un autre virus provoquant un dépassement des capacités de contrôle. Des superinfections ont déjà été documentées chez des patients HIV controllers dans la littérature, aboutissant parfois à des pertes de contrôle antiviral (Clerc et al., 2010). Dans d’autres études, ces superinfections provoquaient des blips transitoires de réplication virale sans provoquer de perte de contrôle prolongé (Lamine et al., 2007; Rachinger et al., 2008). Une analyse phylogénétique des virus infectant les patients en échappement virologique de notre étude n’a pas pu être réalisée mais est prévue. Nous avons également analysé les paramètres immunovirologiques usuels à l’inclusion des patients dans la cohorte (taux de LT CD4, nadir de LT CD4, charge virale ARN ultrasensible). Cette inclusion est faite au moment du signalement de patients HIV controllers par les centres de suivi, répondant à la définition actuelle (suivi depuis au moins 5 ans avec les 5 dernières charges virales indétectables), et précède la date d’échappement d’un an ou deux en général. Dans cette analyse, nous avons observé que, à l’inclusion, une charge virale ultrasensible élevée était associée au risque d’échappement virologique, ce qui est concordant avec les données de CASCADE évoquant que des blips répétés sans retour à un contrôle antiviral sous le seuil de détection étaient associés à un risque de progression virologique, suggérant la notion de “blips pré-échappement” (Madec et al., 2013).  Dans le contexte des épisodes “d’échappement immunologique”, nous avons identifié certains patients qui avaient présenté des infections bactériennes récurrentes préalables à la baisse des LT CD4. L’origine de ces infections récurrentes, non liée à un taux de lymphocytes plus bas chez ces patients, est probablement multifactorielle. Cependant, la survenue répétée de ces infections entraîne une hyperactivation du 
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système immunitaire pouvant favoriser les défauts d’homéostasie et une apoptose lymphocytaire T CD4 accrue. 
Ainsi, nous avons pu observer que les taux d’IP10 et l’activation lymphocytaire T 
CD4 et T CD8 à l’inclusion des patients (1 à 2 ans avant l’échappement) étaient plus 
élevés chez ceux qui allaient présenter une progression immunologique, confortant 
les analyses faites dans le travail n°1.  Par ailleurs, le nadir de LT CD4, le taux à l’inclusion de LT CD4, l’existence de blips au cours du suivi et une charge virale ultra-sensible à l’inclusion plus élevée étaient associées au phenotype “échappeur immunologique”. Ce constat renvoie aux causes possibles de baisse du taux de LT CD4 chez les patients HIV controllers. Comme nous l’avons décrit, la présence d’une charge virale VIH résiduelle, même faible, est associée à un taux de LT CD4 plus bas. Ceci a pu être montré dans la cohorte HIV controllers, entre autre par le fait que les patients ayant présenté des blips de réplication virale sont ceux chez qui la pente négative des LT CD4 est la plus importante (Boufassa et al., 2011). La présence d’une réplication virale à bas bruit a été démontré chez les HICs, tant par des mesures de charge virale ARN ultra-sensible dans le plasma (Boufassa et al., 2011; Hatano et al., 2009) qu’au niveau de la muqueuse rectale (Hatano et al., 2013b). Par ailleurs, quelques études ont montré que le virus infectant les patients controllers était capable d’évoluer au plan génotypique, soulignant la réplication du virus et impliquant une modification de la fitness virale et un échappement à la pression de sélection (Bailey et al., 2007; Blankson et al., 2007; O’Connell et al., 2010). Les liens entre l’importance de la réplication virale résiduelle et l’activation immunitaire T associée, ainsi que les phénomènes d’épuisement lymphocytaire et de défaut de renouvellement thymique 
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(Hunt et al., 2008; Sauce et al., 2011), expliquent probablement une partie du déclin des LT CD4 chez les controllers.  En 2014, ces questions de réplication virale résiduelle posent néanmoins trois questions 
(i) Quelle est la définition la plus adéquate des patients HIV controllers? (ii) Peut-on définir un phénotype de patients ayant toujours conservé une charge virale strictement indétectable? (iii) Quels patients HIV controllers doit-on traiter, et avec quel objectif? 
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En France, les traitements anti-rétroviraux sont recommandés pour tout patient infecté par le VIH (Hoen et al., 2014), néanmoins, la question du moment de les introduire chez les patients controllers n’est pas résolue. Dans ce contexte, plusieurs équipes ont évalué le bénéfice de traiter les patients controllers, et l’effet sur les mesures de charge virale, circulante comme tissulaire (Hatano et al., 2013c; Okulicz et al., 2010). Hatano et al. ont ainsi traité de manière prospective 16 HICs asymptomatiques pendant 24 semaines. Cette stratégie a permis de diminuer significativement les taux de CV ultrasensible du VIH tant au niveau plasmatique que dans la muqueuse rectale, de manière parallèle aux marqueurs d’activation imunitaire mais il n’y a pas eu d’impact sur le taux de lymphocytes T CD4 ni sur les biomarqueurs solubles étudiés (Hatano et al., 2013c). En colligeant des observations de différentes cohortes dont la cohorte ANRS, Boufassa et al. ont pu étudier 32 patients HICs recevant des ARV et ont montré que si la charge virale était toujours ramenée à l’indétectabilité sous traitement chez les HICs, la reconstitution immunitaire T CD4 était d’amplitude et de rapidité variable (Boufassa et al., 2014). Ces données suggèrent que certains HICs présentant une pente negative de leurs T CD4 associés à une activation immunitaire et une inflammation plus importante, pourraient bénéficier d’un traitement plus précoce. De même, les patients HIV controllers plus exposés à une activation importante, sont à l’instar des patients progresseurs, plus exposés au risque d’athérosclérose précoce (Hsue et al., 2009; Pereyra et al., 2012). Les données de la cohorte Française concernant les facteurs de risque cardiovasculaire traditionnels (diabète, dyslipidémie, tabagisme, surpoids) en lien avec les marqueurs d’activation immunitaire – notamment monocytaire – n’ont pas encore été analysées. De même, ces données devront être étudiés en lien avec des marqueurs morphologiques de remodelage vasculaire (épaisseur intima-média artérielle, calcifications vasculaires coronaires) afin de cibler 
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quels patients bénéficieraient d’un traitement anti-rétroviral malgré des LT CD4 encore élevés.  Outre le traitement anti-rétroviral, des stratégies de réduction de l’inflammation chez les patients controllers peuvent également être envisagées sur la base de nos résultats. Nous mettons en évidence que les taux d’IP10 et l’activation de la voie de l’interféron sont associés à l’activation immunitaire per se. Dans ce contexte, un traitement utilisé depuis plusieurs années dans d’autres pathologies médiées par l’interféron (le lupus, par exemple) a été envisagé afin de réduire l’activation excessive de cette voie : l’hydroxychloroquine. Dans le cadre de l’infection par le VIH, cette molécule a montré in 
vitro sa capacité à réduire la réplication virale (Naarding et al., 2007; Pardridge et al., 1998) de même que l’activation de la voie interféron par voie endosomale (Martinson et al., 2010). Parmi les essais cliniques effectués chez les patients, les premiers – avant l’ère des trithérapies – suggéraient un bénéfice sur la réduction de charge virale VIH plasmatique avec un maintien du taux de LT CD4 circulants et une réduction des taux d’IL6 (Sperber et al., 1995). Plus récemment, Piconi et al ont analysé les effets de l’hydroxychloroquine à sa dose usuelle (400 mg/j) sur l’évolution des LT CD4 de patients traités par ARV, répondeurs virologiques mais non répondeurs immunologiques (Piconi et al., 2011), montrant une amélioration de différents paramètres inflammatoires (taux d’IL6 et de TNF, activation des LT CD4) sans effet sur la charge virale VIH qui restait indétectable. Cependant, à 6 mois de traitement, le pourcentage de LT CD4 était augmenté de manière significative, mais pas le nombre absolu. Mais une étude récente a soulevé d’autres questions quant à la manière d’utiliser l’hydroxychloroquine chez les patients infectés. Paton et al (Paton et al., 2012) ont montré que l’utilisation de ce traitement chez des patients non traités par anti-
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Nos travaux ont permis d’analyser les paramètres d’inflammation chez les patients HIV controllers, en lien avec les données immunovirologiques, l’activation lymphocytaire T CD4 et T CD8 de ces patients, l’étude de la production de gènes induits par l’interféron et leur profil évolutif. Dans le travail n°1, nous avons ainsi pu montrer que les patients HIV controllers présentaient des taux d’IP10, de TNFα et de CD14 soluble supérieurs à ceux des personnes non infectées, sans lien direct avec l’importance de la réplication virale ou la translocation microbienne digestive. Plus encore, nos résultats montrent que les taux circulants de la chimiokine IP10 sont intéressants dans le suivi de l’activation immunitaire des HICs, suggérant un lien avec deux autres paramètres d’intérêt physiopathologique : l’étude de la voie des interférons et de l’activation du compartiment monocytaire. Ainsi, notre étude de la production des gènes induits par l‘interféron (travail n°2) suggère un rôle du gène ifitm1 comme potentiel facteur de restriction induit par l’inflammation et les interférons, dont la caractérisation est importante. Enfin, nous avons analysé les causes possibles d’échappement immuno-virologique des HICs dans le travail n°3, suggérant une place pour IP10 dans l’arsenal de suivi des patients à risque de baisse des LT CD4. La caractérisation de la régulation d’IP10, des ISGs et de l’activation du compartiment monocytaire est en cours chez les HICs. Ces travaux servent de base à la réflexion de l’immunomodulation des patients HICs à risque d’échappement, afin notamment de trouver la place de molécules comme l’hydroxychloroquine ou les statines comme réducteurs de l’inflammation et de ses conséquences. 
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Annexe 1 – Les patients HIV controllers : un modèle de contrôle spontané de 
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Annexe 2 - NKG2D expression on HIV-Speciﬁc CD8 + T cells is reduced in 
viremic HIV-1 infected patients but maintained in HIV controllers  Camille Lecuroux, Asier Sáez-Cirión, Nicolas Noel, Lilia Ben-Lamine, Isabelle Girault, Sophie Caillat-Zucman, Daniel Scott-Algara, Alain Venet, Olivier Lambotte  
Article publié dans JAIDS (Lecuroux et al., J Acquir Immune Defic Syndr 
2013;62:17-20)   Outre son role dans la regulation de l’activation des cellules NK, NKG2D est une molécule importante de costimulation des lymphocytes T CD8.  Dans cet article, nous avons montré que l’expression de NKG2D à la surface des LT CD8 totaux comme des LT CD8 spécifiques du VIH des patients virémiques était réduite comparativement à celles des patients HIV controllers. Par ailleurs, les traitements antirétroviraux permettaient de restaurer partiellement l’expression de NKG2D sur les CD8 spécifiques. Enfin, une corrélation négative était observée entre l’expression de CD38 et de NKG2D sur les LT CD8 (totaux et spécifiques). Ces données suggéraient une fonctionnalité de la voie NKG2D préservée sur les LT CD8 des HICs. 
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NKG2D Expression on HIV-Specific CD8+ T cells Is Reduced
in Viremic HIV-1–Infected Patients but Maintained
in HIV Controllers
Camille Lecuroux, PhD,* Asier Saez-Cirion, PhD,† Nicolas Noel, MD,* Lilia Ben-Lamine, PhD,*
Isabelle Girault,* Sophie Caillat-Zucman, PhD,‡ Daniel Scott-Algara, MD, PhD,†
Alain Venet, MD, PhD,* and Olivier Lambotte, MD, PhD*§jj
Abstract: NKG2D mediates an important costimulatory pathway
in CD8+ T cells. In HIV infection, the authors found that NKG2D
expression on both total CD8+ and HIV-speciﬁc CD8+ T cells was
signiﬁcantly lower in viremic patients than in HIV controllers. Anti-
retroviral therapy partially restored NKG2D expression on HIV-
speciﬁc CD8+ T cells. The authors observed a negative correlation
between the respective expression levels of CD38 and NKG2D
on total CD8+ and HIV-speciﬁc CD8+ T cells. The maintenance
of NKG2D expression on CD8+ T cells in HIV controllers may
contribute to better cell function.
Key Words: NKG2D, HIV-speciﬁc CD8+ T lymphocytes, inﬂam-
mation, HIV controllers
(J Acquir Immune Deﬁc Syndr 2013;62:17–20)
INTRODUCTION
The CD8+ T-cell response has a major role in limiting
HIV replication, as has been demonstrated in simian models,1
primary HIV infection (PHI),2 and HIV controllers (HICs, ie,
patients in whom HIV RNA is spontaneously undetect-
able).3,4 The mechanisms underlying the strong antiviral
potential and long-term persistence of HIV-speciﬁc CD8+ T
cells in HICs are not well understood. The NKG2D pathway
could be involved in this phenomenon but remains largely
unexplored in CD8+ T cells in HIV-infected patients.
NKG2D is expressed on natural killer (NK) cells and
has a major role in NK-mediated cell lysis.5,6 It is also present
on the vast majority of CD8+ abT cells.5,7 On CD8+ T cells,
NKG2D mediates a costimulatory pathway favoring prolifera-
tion, cytotoxicity, and a Th1 antigen–speciﬁc cell response.7–11
Conversely, the protein is also involved in CD8+ T-cell immu-
noregulation and death. NKG2D ligands (NKG2DLs, such as
the stress-inducible proteins MICA, MICB, and ULBPs) are
induced on activated T cells. The expression of NKG2DLs
may lead to the elimination of activated CD8+ T cells by NK
cells, thus limiting their expansion.12,13 This could promote
chronic viral infection, as has been recently reported.12 More-
over, the release of NKG2DLs downregulates NKG2D expres-
sion on CD8+ T cells.14,15
Although it was recently reported that the NKG2D
pathway may have an impact on CD8+ T cells in HIV infec-
tion,11 the mechanism remains largely unexplored. Thus, we
decided to use ﬂow cytometry to study the expression of
NKG2D and its ligands on T cells, with a focus on HIV-
speciﬁc CD8+ T cells in different groups of HIV-infected
patients. We hypothesized that decreased expression of
NKG2D and overexpression of NKG2DLs in viremic patients
would lead to the death of HIV-speciﬁc T cells. In contrast,
normal NKG2D expression in HICs would optimize cytotox-
icity and cell proliferation.
PATIENTS AND METHODS
Four groups of patients were studied: PHI patients
(n = 11) enrolled in the French ANRS PRIMO cohort,16 chron-
ically HIV-1–infected patients with a viral load.10,000 RNA
copies per milliliter (“viremic patients”) (n = 10), patients with
undetectable plasmatic RNA viral load after long-term (.2
years) highly active antiretroviral treatment (HAART) (“trea-
ted patients”) (n = 11), and lastly, HICs (n = 15) enrolled in the
French ANRS HIV Controllers cohort.17 The latter patients
had been infected for more than 10 years and had never
received HAART. Ninety percent of their plasma viral RNA
assays were ,400 copies per milliliter.
In addition, 13 healthy donors (HDs) were also studied.
The experimental procedures with human blood were
approved by an independent institutional review board
(Ile de France VII) and were performed according to the
European Union guidelines and the Declaration of Helsinki.
HIV-speciﬁc CD8+ T cells were identiﬁed with soluble
allophycocyanin (APC)-labeled peptide-HLA class 1 multi-
mers (Proimmune, Oxford, United Kingdom) derived from
HIV proteins and then stained with antibodies directed against
NKG2D [coupled to phycoerythrin (R&D Systems Europe,
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Lille, France)], CD8 [coupled to peridin chlorophyll protein-
cyanine 5.5 (PerCP-Cy5.5)], and CD3 [coupled to APC-H7
(BD Biosciences, San Jose, CA)]. CD38 staining was per-
formed with an antibody coupled to ﬂuorescein isothiocya-
nate (BD Biosciences).
NKG2DLs staining was performed using anti-MICA,
anti-MICB, anti-ULBP1, anti-ULBP2, and anti-ULBP3 anti-
bodies coupled to phycoerythrin (MICA, MICB, ULBP2),
ﬂuorescein isothiocyanate (ULBP1), and APC (ULBP3)
(R&D Systems Europe). The soluble MICA assay was kindly
performed in S. Caillat-Zucman’s laboratory. Statistical anal-
ysis was performed using analysis of variance tests.
RESULTS
NKG2D was strongly expressed on total CD8+ T cells
from HDs (as described in the literature5) and HICs (82% 6
15% and 77% 6 20%, respectively) (Fig. 1A). In contrast,
PHI patients showed signiﬁcantly lower NKG2D expression
on their CD8+ T cells (41% 6 22%; P ,0.001 and P , 0.01
when compared with HDs and HICs, respectively). Low
expression was also observed on CD8+ T cells from viremic
patients and treated patients (54% 6 18% and 52% 6 16%,
respectively; P , 0.05 vs. HDs for both comparisons).
NKG2D expression was then studied on HIV-speciﬁc
CD8+ T cells in HIV-infected patients (Fig. 1B). Impor-
tantly, expression was high in HICs (83% 6 14%). In con-
trast, viremic patients and PHI patients, all with high viral
loads, displayed signiﬁcantly lower expression of NKG2D
on their HIV-speciﬁc CD8+ T cells, relative to HICs (59% 6
16% for PHI patients and 53% 6 18% for viremic patients;
P , 0.001 vs. HICs for both comparisons). Treated patients
displayed signiﬁcantly higher expression of NKG2D on their
HIV-speciﬁc CD8+ T cells (73% 6 16%) than viremic
patients did (P , 0.05). Comparisons of the mean ﬂuores-
cence intensity for NKG2D in each group of patients yielded
similar results (data not shown).
This defect in NKG2D expression may contribute to
impaired function in HIV-speciﬁc CD8+ T cells because we
observed a positive correlation between NKG2D expression
on one hand and the percentages of both IL-2+ and CFSElow
CD8+ T cells on the other hand (P = 0.002, r = 0.49, and
P = 0.031, r = 0.38, respectively).
Our results suggest that HIV infection lowers the
expression of NKG2D on total CD8+ and HIV-speciﬁc
CD8+ T cells. We then investigated several possible mecha-
nistic explanations for the much lower levels of NKG2D on
CD8+ T cells from viremic patients.
First, reports in many settings have demonstrated that
soluble forms of MHC class I chain-related (MIC) molecules
induce NKG2D downmodulation in NK and T cells.14,15 We
therefore tested for the presence of soluble MICA in the
patients’ plasma; however, low levels were found in all the
groups (data not shown).
Second, activated CD8+ T cells may express NKG2DLs,
which would lead to their killing by NK cells.12,13 We and
others have reported that viremic subjects have higher activated
CD8+ T-cell counts than HICs and HAART-treated patients.4,18
Thus, we hypothesized that there could be a negative correla-
tion between NKG2D expression and CD38 expression and
a positive correlation between NKG2DLs expression and
CD38 expression in CD8+ T cells from untreated patients.
Indeed, we observed a negative correlation between the respec-
tive expression levels of CD38 and NKG2D on total CD8+ T
cells (Fig. 2A, P = 0.0045, r = 20.35) and HIV-speciﬁc CD8+
T cells (Fig. 2B, P = 0.0003 and r =20.46). In contrast, we did
not detect any signiﬁcant ex vivo expression of MICA, MICB,
or ULBP1, ULBP2, and ULBP3 on CD8+ T cells (data not
shown) and therefore no correlation with activation of expression.
This ﬁnding suggests either that there is a defect in NKG2DLs
FIGURE 1. A, NKG2D expression on total CD8+ T cells [***P , 0.001, **P , 0.01, *P , 0.05 in an analysis of variance (ANOVA)].
B, NKG2D expression on HIV-specific CD8+ T cells from HIV-infected patients (***P, 0.001, **P , 0.01, *P, 0.05 in an ANOVA).
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expression on CD8+ T cells in the setting of HIV infection or that
NKG2DL-expressing activated CD8+ T lymphocytes are rapidly
killed by NK cells.
To test the ﬁrst hypothesis, we investigated the expression
of NKG2DLs on CD8+ T cells after strong mitogenic activation
(with a combination of anti-CD2 and anti-CD28 antibodies) in
the different groups of patients. Each ligand tested was signif-
icantly and similarly induced in vitro on activated CD8+ T cells
from each group (data not shown). Next, we looked at whether
the level of NKG2D expression on NK cells could account for
the killing of NKG2DL+ CD8+ T cells. We found that HDs and
viremic patients did not differ signiﬁcantly in terms of NKG2D
expression on their NK cells (74% 6 6% and 69% 6 7%,
respectively), as previously reported.19 Unexpectedly, NKG2D
expression was signiﬁcantly lower on NK cells from HICs
when compared with those from viremic patients or HDs
(13% 6 3%, P , 0.0001 for both comparisons).
DISCUSSION
Our results suggest that HIV replication lowers the
expression of NKG2D on total CD8+ and HIV-speciﬁc CD8+
T cells. This costimulatory defect may contribute to impaired
function in anti-HIV CD8+ T cells. In contrast, NKG2D expres-
sion is maintained on total CD8+ and HIV-speciﬁc CD8+ T cells
in HICs.
The level of immune activation may play a role in the
regulation of NKG2D expression on CD8+ T cells because we
observed a negative correlation between the respective expres-
sion levels of CD38 and NKG2D on total CD8+ T cells and
HIV-speciﬁc CD8+ T cells. In the context of antiretroviral
therapy, reduced activation might allow the reconstitution of
a pool of HIV-speciﬁc NKG2D+ CD8+ T cells. Interestingly,
normal expression of NKG2D on HIV-speciﬁc CD8+ T cells in
HICs may be favored by the lower level of immune activation
seen in these patients when compared with viremic individu-
als.18 Given that the MICA and MICB proteins are highly
polymorphic,20 rare alleles associated with reduced cell mem-
brane expression of these proteins could be overrepresented in
HICs (thus reducing CD8+ T-cell killing by NKG2D+ NK
cells). Interestingly, a genome-wide association study of the
HIC cohort showed that most of the tag single-nucleotide poly-
morphisms associated with low viral replication were located
in the region ranging from HLA-Cw to MICB.21 Low in vivo
induction of MICA or MICB on CD8+ T cells by physiological
stimuli could lead to the greater maintenance of HIV-speciﬁc
NKG2D+ CD8+ T-cell function in HICs. This point deserves
further attention.
However, we also showed that there was neither an
overall nor a selective impairment of the expression of the
various NKG2DLs on CD8+ T cells after in vitro cell activa-
tion. Our results thus suggest that NKG2DL+ CD8+ T cells
are not detected ex vivo because they are killed in vivo by
NKG2D+ NK cells. After looking at NKG2D expression on
NK cells in viremic patients and HICs, our results are in
accordance with the literature: in viremic patients, NKG2D
expression is maintained on NK cells (in contrast to other
killer-cell immunoglobulin-like receptors).19 The lower
expression of NKG2D on NK cells in HICs has not been
previously described and remains puzzling. Other peculiar
phenotypic features in controllers have suggested the speciﬁc
regulation of activating NK cell receptors in these patients.22
Low expression of NKG2D on NK cells might also facilitate
the survival of HIV-speciﬁc CD8+ T cells in HICs.
This extensive study is the ﬁrst to have described
NKG2D expression on total CD8+ and HIV-speciﬁc CD8+ T
cells in different groups of HIV-infected patients. We suggest
that the maintenance of NKG2D expression on CD8+ T cell in
HICs may help optimize CD8+ T-cell function and the anti-
viral immune response in these patients, as recently sug-
gested.11 Therapeutic strategies based on reduced immune
activation should be also beneﬁcial in the maintenance of this
cell activation pathway.
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RESUME EN FRANÇAIS Les patients HIV controllers (HICs) sont des patients infectés par le VIH contrôlant spontanément la réplication virale sans traitement anti-rétroviral (TARV). Certains de ces patients présentent, au cours de leur suivi, une baisse de leurs lymphocytes T CD4 (LT CD4) et parfois, perdent le contrôle antiviral. Nous avons ainsi voulu étudier les paramètres d’activation immunitaire et d’inflammation systémique chez ces patients. Dans le travail n°1, nous avons quantifié plusieurs biomarqueurs de l’inflammation, et nous avons mis en évidence qu’en dépit d’une charge virale ARN VIH très faible, les HICs présentaient des taux de TNFα, IP10 et CD14 soluble anormalement élevés. La chimiokine IP10, produite sous l’effet des IFN de type I et II, était celle qui permettait le mieux de distinguer le profil inflammatoire des HICs par rapport aux témoins non infectés ou aux patients progresseurs. Notamment, les taux d’IP10 étaient inversement corrélés aux LT CD4 circulants. Nous avons poursuivi cette analyse dans le Travail n°2 par l’analyse en qPCR de gènes induits par l’Interféron (ISGs), au sein des LT CD4, LT CD8 et monocytes triés ex vivo. Le niveau d’expression des ISGs et leur régulation étaient différents selon le type cellulaire. En outre, le gène ifitm1 était surexprimé au sein des LT CD4 des HICs. Son rôle exact mérite d’être caractérisé précisément. Enfin, nous avons analysé les causes d’échappement immunologique et virologique des HICs de la cohorte ANRS CO21 CODEX, montrant que les taux de LT CD4, de charge virale ultra-sensible et d’IP10 à l’inclusion étaient anormaux chez les patients à risque d’échappement. Ces résultats soulignent donc que chez certains HICs, une inflammation anormale persiste. La place de ces biomarqueurs pour identifier les HICs à risque de progresser, chez lesquels un TARV devrait être instauré, doit être précisée. De même, le ciblage de ces voies d’activation immunitaire doit être étudié afin d’en réduire les conséquences. 
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SUMMARY HIV controllers patients (HICs) are HIV-infected patients who spontaneously control the viral replication without anti-retroviral treatment (ART). Some of these patients experience a decline of their CD4 T cell count (CD4 Tc) and/or lose their ability to control the virus during follow-up. Our aim was to study the parameters of immune activation and systemic inflammation in such settings. In the first article, we quantified several biomarkers of inflammation in HICs, and we highlighted that despite very low circulating HIV RNA viral load, HICs had higher levels of TNF, soluble CD14 and IP10 than healthy volunteers. IP10, depending on the production of type I and II IFN, was the one that allowed the better distinction in the inflammatory profile of HICs compared with uninfected controls or viremic patients. In particular, IP10 levels were negatively correlated to circulating CD4 T cell counts. We continued this analysis by performing qPCR analyses of the expression of 4 Interferon stimulated genes (ISGs) in sorted circulating CD4 T lymphocytes, CD8 T lymphocytes and monocytes ex vivo. The level of ISGs and their regulation differed depending on the cell type. In addition, Ifitm1 was overexpressed in HICs’ CD4 T cells. His precise role in antiviral control and/or regulation of inflammation should be further characterized. Lastly, we analyzed the immunological and virological progression causes in the HICs ANRS CO21 CODEX cohort, showing that CD4 T cell counts (nadir and at inclusion), as well as ultra-sensitive HIV viral load and IP10 levels at inclusion were abnormal in patients at risk of progression. These results point out that in some HICs, abnormal inflammation persists. The role of these biomarkers in the biological follow up of HICs must be specified to better identify patients at risk of progression, in which ART should 
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be earlier initiated. Similarly, immunomodulatory drugs should be further studied in order to reduce the long term consequences of persistent inflammation in HICs. 
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RESUME Les patients HIV controllers (HICs) sont des patients infectés par le VIH contrôlant spontanément la réplication virale sans traitement anti-rétroviral (TARV). Certains de ces patients présentent, au cours de leur suivi, une baisse de leurs lymphocytes T CD4 (LT CD4) et parfois, perdent le contrôle antiviral. Nous avons ainsi voulu étudier les paramètres d’activation immunitaire et d’inflammation systémique chez ces patients. Dans le travail n°1, nous avons quantifié plusieurs biomarqueurs de l’inflammation, et nous avons mis en évidence qu’en dépit d’une charge virale ARN VIH très faible, les HICs présentaient des taux de TNFα, IP10 et CD14 soluble anormalement élevés. La chimiokine IP10, produite sous l’effet des IFN de type I et II, était celle qui permettait le mieux de distinguer le profil inflammatoire des HICs par rapport aux témoins non infectés ou aux patients progresseurs. Notamment, les taux d’IP10 étaient inversement corrélés aux LT CD4 circulants. Nous avons poursuivi cette analyse dans le Travail n°2 par l’analyse en qPCR de gènes induits par l’Interféron (ISGs), au sein des LT CD4, LT CD8 et monocytes triés ex vivo. Le niveau d’expression des ISGs et leur régulation étaient différents selon le type cellulaire. En outre, le gène ifitm1 était surexprimé au sein des LT CD4 des HICs. Son rôle exact mérite d’être caractérisé précisément. Enfin, nous avons analysé les causes d’échappement immunologique et virologique des HICs de la cohorte ANRS CO21 CODEX, montrant queles taux de LT CD4, de charge virale ultra-sensible et d’IP10 à l’inclusion étaient anormaux chez les patients à risque d’échappement. Ces résultats soulignent donc que chez certains HICs, une inflammation anormale persiste. La place de ces biomarqueurs pour identifier les HICs à risque de progresser, chez lesquels un TARV devrait être instauré, doit être précisée. De même, le ciblage de ces voies d’activation immunitaire doit être étudié afin d’en réduire les conséquences. 
